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(57) Abstract 



The invention concerns the use of a recombinant nucleotide sequence containing a DNAc coding for an element of the pancreatic 
lipase-colipase complex of mammals or for a derived protein or polypeptide, and the elements enabling a plant cell to produce this element, 
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transcriptional machinery of plant cells, for transforming plant cells in order to obtain, from these cells, or from the plants obtained from 
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(57) Abrege 



La presente invention conceme rutilisation d'une sequence nucl6otidique recombinante contenant, d'une part, un ADNc codant pour 
un 616ment du complexe lipase pancr6atique-colipase de mammifferes ou pour une prot6ine ou un polypeptide d6riv6, et d'autre part, les 
elements permettant ^ une cellule v6g6tale de produire cet element, ou la prot6ine ou le polypeptide d6riv6, cod6 par ledit ADNc, notamment 
un promoteur et un terminateur de transcription reconnus par la machinerie transcriptionelle des cellules vegdtales, pour la transfomiation de 
cellules de plantes en vue de I'obtention, ^ partir de ces cellules, ou de plantes obtenues ^ partir de ces demi^res, d*un 61ement recombinant 
du complexe lipase pancr^atique-colipase de mammifferes, ou d'une prot6ine ou polypeptide d6riv6. 
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LIPASES PANCREATIQUES ET/OU COLIPASES RECOMBINANTES ET 
POLYPEPTIDES DERIVES PRODUITS PAR LES PLANTES, LEURS 
PROCEDES D'OBTENTION ET LEURS UTILISATIONS 

La presente invention a pour objet la production par les planies dc lipases 
pancrealiques et colipases recombinantes, notaniment de la lipase pancreatique 
humaine recombinanle (LPH) et/ou de la colipase pancreatique humaine (COLPH), 
de fa9on combinee ou separee, et autres derives de ces dernieres possedani une 
aclivite lipasique ou une activiie de cofacieur dc lipase le cas echeani, ainsi que 
leurs utilisations, notamrnent en tant qu'atiments fonctionnels, que compositions 
pharmaceutiques, ou dans des formulations enzymatiques a applications agro- 
alimentaires ou industrielles. 

On connaTt dans Tart anterieur le brevet WO 9300426 qui concerne une 
lipase pancreatique de mammifere et ses variantes La description est basee sur le 
clonage et le sequen9age de la lipase pancreatique de cobaye et le mode de 
production decrit est Texpression dans le champignon Filamenieux Aspergillus 
oryzae. Cependant aucune indication n'est donnee dans WO 9300426 pour 
surmonter les particularites et difficultes imprevisibles propres a la iransgenese et a 
une telle production dans les plantes, par exemple dans le labac, le mais ou le 
colza. 

Enaction concertee de la lipase pancreatique et de la colipase permet 
Thydrolyse des graisses dans le duodenum. En efFet, le substrai naturel de la lipase 
pancreatique consiste en des triglycerides a chaFnes longues disperses dans la 
solution des sels biliaires micellaires. Cependant la lipase est fonement inhibee par 
les sels biliaires. Lorsque la lipase et la colipase sont presentes, cette inhibition est 
surmontee. Dans Tintestin, le complexe lipase pancreatique-colipase pancreatique 
est forme, catalyse par des acides gras a longues chaines qui augmentent la liaison 
d'un facteur 100. Bien que la stoechiometrie lipasexolipase soil de 1:1, le ratio de 
concentration lipase-colipase est variable selon Tespece considere (Erlanson- 
Albertson, 1992). Chez le rat, le ratio lipase-colipase est inferieur a 1 (0,48) tandis 
que chez Thomme, il en est proche (1,05) Cetie observation pourrait s'expliquer 
par le role potentiel de la colipase dans la regulation du poids de Tanimal via son 
peptide deactivation, Tenterostatine. 

La lipase pancreatique humaine (LPH) est une glycoproteine de 449 acides 
amines (AA) d'une masse moleculaire apparente d'environ 50 kilodaltons (IcDa) 
synthetisee sous forme d*un precurseur de 465 A A contenant un peptide signal de 
16 AA a Textremite N-terminale (Lowe et al., 1989). Des lipases (proteines ou 
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ADNc) pancreatiques ont ete purifiees a partir de tissus ou organes de mammiferes 
tels que le cheval, le pore, le lapin, le rat ou le 
cobaye. Les sequences en acides amines presentent entre elles un pourcentage 
d'homologie d'au moins 80%, notamment d'au moins 80,6% a environ 84,6 
(tableau 1). Les sequences nucleotidiques presentent entre elles un pourcentage 
d'homologie d'au moins 79%, notamment d'au moins 79,3 % a environ 87% 
(tableau 1). 

Tableau 1 : 



^^^^ 



yc 



i sequences en AA 

par rapport a la 
sequence humame 



% s6quence$ en mol^otides 
par rapport a la 
sequence hiitnaine 



cheval 
pore 
lapin 
rat 



84,6 
83,7 
81,2 
80,6 



87,0 
85,0 
82,8 
79,3 



Les caracteristiques des lipases pancreatiques sont les suivantes : elles sont 
activees par les interfaces lipides-eau (activation interfaciale) ; elles sont inhibees 
par les sels biliaires mais reactivees par la colipase (proteine activatrice) ; elles 
n'hydrolysent pas significativement les phospholipides. 

La lipase pancreatique (triacylglycerol acylhydrolase, EC 3.1.1.3)) joue un 
role cle dans I'absorption des graisses alimentaires par Thydrolyse des triglycerides 
en diglycerides, puis en monoglycerides et en acides gras libres. L'hydrolyse des 
triglycerides par la lipase pancreatique est inhibee par des concentrations 
physiologiques d'acides biliaires. Cette inhibition est surmontee par I'addition de 
colipase qui se fixe a la lipase et aux micelles lipidiques. La structure 
tridimensionnelle de la lipase pancreatique humaine a ete determinee par 
cristallographie aux rayons X (Winkler et al 1990). EUe a permis d'identifier le 
residu catalytique Ser 152 appartenant a la triade Asp-His-Ser qui est 
chimiquement analogue mais structurellement differente des proteases a serine, Ce 
site catalytique est couvert par une boucle de surface, et par consequent 
inaccessible au solvant. L'activation interfaciale, propriete caracteristique des 
enzymes lipolytiques agissant sur des substrats insolubles dans Teau aux interfaces 
eau-lipide, necessite probablement une reorientation. La lipase pancreatique 
humaine est constituee de deux domaines, un domaine N-terminal comprenant les 
residus 1 a 335, et un domaine C-terminal. Le domaine N-terminal contient le site 
actif, un site de glycosylation (Asn 166), un site de fixation de Ca"^^ , et 
probablement un site liant Theparine intestinale. Le domaine C-terminal contient le 
site de liaison de la colipase. 
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La colipase pancreatique est secretee a partir du pancreas sous forme d'un 
precurseur, la procolipase (Borgstrom et al 1979) Elle facilite Thydrolyse des 
lipides interfaciaux catalysee par la lipase pancreatique La colipase pancreatique, 
de masse moleculaire apparente de lOkDa, confere une activite catalytique a la 
lipase pancreatique dans les conditions physiologiques (hautes concentrations en 
sels biliaires). La procolipase est constitute de 112 AA dont 17 correspondent au 
peptide signal. Les sequences en acides amines et nucleotidique, de la colipase 
pancreatique humaine sont connues ( Erlanson et al 1974 et Lowe et al. 1990). 

Des colipases pancreatiques ont ete isolees a partir de mammiferes. Par 
exemple, la colipase pancreatique de lapin presente 82,7% d'homologie de 
sequence en AA avec la colipase humaine. L'etude cristallographique de la 
structure de la colipase et son interaction avec la lipase pancreatique ont ete 
etudiees (EglofFet al., 1995) : La surface de la colipase peut etre divisee en une 
partie relativement hydrophile interagissant avec la lipase et une partie plus 
hydrophobe aux extremites de boucles proteiques. L' interaction entre la colipase et 
le domaine C-terminal de la lipase est stabilisee par 8 liaisons hydrogene et environ 
80 contacts de Van der VVaals. Lorsque la boucle de surface (ou le «couvercle») 
couvrant le site catalytique libere Tacces a celui-ci, 3 liaisons hydrogenes et 
environ 28 contacts de Van der Waals supplementaires apparaissent, expliquant la 
haute affinite apparente en presence d'une interface lipides/eau. 

hi vitro, dans certaines conditions, on peut mettre en evidence une synergie 
d*action entre les lipases gastrique et pancreatique sur Thydrolyse de triglycerides a 
chaTnes longues (Gargouri, Y. et al., 1989). 

On connaTt plusieurs situations pathologiques (mucoviscidoses insufFisance 
pancreatique exocrine) ou les patients sont totalement ou partiellement depourvus 
de secretion pancreatique exocrine et done des enzymes necessaires a Vhydrolyse 
des aliments (amylases, lipases, proteases). La non-absorption des graisses au 
niveau intestinal, et notamment des triglycerides a longues chaines, se traduit par 
une augmentation tres importante de la steatorrhee chez ces patients et, en 
particulier dans les cas de la mucoviscidose, par un ralentissement tres sensible de 
la prise de poids chez les jeunes malades. Pour corriger cela on administre a ces 
sujets des extraits pancreatiques de pore an moment des repas. L'efficacite 
therapeutique de ces extraits pourrait etre nettement ainelioree par la prescription 
de LPH (grace a sa specificite d'action sur les triglycerides a longues chaines). 

Les cellules de mammiferes sont, a priori, plus adaptees a Texpression de 
genes de mammiferes. Leur utilisation pose cependant des problemes de maturation 
des proteines. L'equipement enzymatique qui realise la maturation post- 
traductionnelle est different d'un tissu, d'un organe ou d'une espece a Tautre. Par 
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exemple, il a ete rapporte que la maturation post-traductionnelle d'une proteine 
plasmatique peut etre differente lorsqu*elle est obtenue a partir du sang humain ou 
bien lorsqu'elle est produite par une cellule recombinante comme les cellules 
d*ovaires de hamster chinois ou dans le lait d'un animal transgenique. Par ailleurs, 
les faibles niveaux d'expression obtenus avec les cellules des mammiferes 
impliquent la mise en oeuvre de cultures in vitro en tres grands volumes a des 
couts eleves. La production de proteines recombinantes dans le lait des animaux 
transgeniques (souris, brebis et vaches) permet de diminuer les couts de production 
et de surmonter les problemes de niveau d'expression. Cependant, il reste des 
problemes d'ethique et de contaminations virales et subvirales (prions). 

Pour ces raisons, la transgenese de genes de mammiferes dans une cellule 
vegetale pourrait offrir une vole de production en grandes quantites de proteines 
recombinantes nouvelles, a un cout de production reduit et sans risque de 
contaminations virales ou subvirales . 

En 1983, plusieurs laboratoires ont decouvert qu'il etait possible de transferer 
un gene heterologue dans le genome d'une cellule vegetale et de regenerer des 
plantes transgeniques a partir de ces cellules genetiquement modifiees. Toutes les 
cellules de la plante possedent alors le caractere genetiquement modifie qui est 
transmis a la descendance par fecondation sexuee. 

Grace a ces travaux, diverses equipes se sont interessees a la production de 
proteines recombinantes de mammiferes dans les cellules vegetales ou dans des 
plantes transgeniques (Barta ef a/., 1986). L'un des premiers resultats vraiment 
significatif dans ce domaine a ete la production d'anticorps dans les plantes de 
tabac transgeniques. 

Pour exprimer une proteine heterologue dans la graine, lieu de stockage des 
proteines chez les vegetaux, Tequipe de Vandekerckhove a fusionne la sequence 
codant pour la leu-enkephaline au gene codant pour I'albumine 2S A'Arabidopsis 
ihaliana. Avec cette construction, des colza transgeniques ont ete produits qui 
expriment specifiquement la leu-enkephaline dans les graines a des niveaux 
d'expression de Tordre de 0,1% des proteines totales. En 1990, le gene de la serum 
albumine humaine a ete transfere dans des cellules de tabac et de pomme de terre. 
Quelle que soit Torigine des peptides signaux (humaine ou vegetale), des taux de 
serum albumine humaine de Tordre de 0,02% des proteines totales ont ete obtenus 
dans les feuilles, les tiges et les tubercules de pomme de terre. 

D'autres proteines recombinantes de mammiferes ont ete aussi produites dans 
les plantes: Tantigene de surface de I'hepatite B, les interferons, un anticorps de 
souris diX\X\-Streptococcns nmUuis, agent de la carie, des fragments d'anticorps anti- 
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cellules cancereuses, un anticorps anti-Herpes, la toxine du cholera et le facteur de 
croissance de Tepiderme humain (E.G.F). 

L'ensemble de ces recherches a permis de montrer que la production de 
proteines recombinantes de mammiferes dans les cellules vegetales est possible et 
que les mecanismes de la synthese des proteines a partir des sequences d*ADN sont 
similaires chez les cellules animales et les cellules vegetales. De nombreuses 
differences existent neanmoins entre les cellules vegetales et animales, notamment 
au niveau de la maturation des glycannes polymannosidiques en glycannes 
complexes, ou encore au niveau des sites de clivage des peptides signaux, ne 
permettant pas ainsi de garantir I'obtention de proteines de mammiferes actives ou 
suffisamment actives par transformation de cellules vegetales. 

Les inventeurs ont decouvert que I'utilisation de cellules vegetales 
transformees par une sequence nucieotidique recombinante appropriee, permet 
d'obtenir de la lipase pancreatique, notamment de la LPH, recombinante ou des 
proteines ou polypeptides derives de ces dernieres, presentant une activite 
enzymatique suffisante pour etre developpes dans une application industrielle. 

Le but de la presente invention est de fournir un nouveau procede 
d*obtention de lipases pancreatiques recombinantes de mammiferes, et plus 
particulierement de LPH, par les plantes, ou de proteines ou polypeptides derives 
de ces dernieres, presentant une activite enzymatique, et plus particulierement une 
activite lipasique, telle que lesdites lipases recombinantes, ou leurs polypeptides 
derives puissent etre utilises industriellement. 

Un autre but de la presente invention est de fournir les outils pour la mise en 
oeuvre d'un tel procede, notamment de nouvelles sequences nucleotidiques 
recombinantes, des cellules de plantes transformees genetiquement, des plantes ou 
parties de plantes (notamment feuilles, tiges, fruits, semences ou graines, racines) 
transformees genetiquement, et des fragments de ces plantes ou parties de plantes 
transformees genetiquement. 

L'invention a egalement pour but de fournir de nouvelle(s) lipases 
pancreatiques recombinante(s) de mammiferes, notamment la LPH, ou toute 
proteine ou polypeptide derive, enzymatiquement actifs et tels qu'obtenus a partir 
de cellules de plantes ou de plantes, transformees genetiquement. 

Uinvention a egalement pour but de fournir de nouvelles compositions 
enzymatiques susceptibles d'etre utilisees dans le cadre de la mise en oeuvre de 
reactions enzymatiques, notamment a Techelle industrielle. 

L'invention a egalement pour but de fournir de nouvelles compositions 
pharmaceutiques, notamment dans le cadre du traitement de pathologies associees 
a un deficit de production de lipase dans Torganisme, telles que la mucoviscidose 
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ainsi que du traitement de pathologies associees a un desordre alimentaire, telle 
que Tobesite. 

Un autre but de la presente invention est de fournir de nouveaux carburants, 
encore designes biocarburants, presentant I'avantage d'etre moins polluants que les 
carburants derives du petrole, et d'etre d'un cout de revient moins eleve. 

DESCRIPTION DETAILLE DE LINVENTION: 

La presente invention a pour objet. I'utilisation d'une sequence nucleotidique 
recombinante contenant, d'une part, un ADNc codant pour une lipase pancreatique 
de mammiferes ou pour une proteine ou un polypeptide derive, et d'autre part, les 
elements permettant a une cellule vegetale de produire la lipase pancreatique, ou la 
proteine ou le polypeptide derive, code par ledit ADNc, notamment un promoteur 
et un terminateur de transcription reconnus par la machinerie transcriptionnelle des 
cellules vegetales, pour la transformation de cellules de plantes en vue de 
Tobtention, a partir de ces cellules, ou de plantes obtenues a partir de ces dernieres, 
d'une lipase pancreatique recombinante de mammiferes, ou d'une proteine ou 
polypeptide derive. 

En particulier, la presente invention a pour objet I'utilisation d'une sequence 
nucleotidique recombinante contenant, d'une part, un ADNc codant pour toute 
lipase pancreatique de mammiferes ou pour une proteine ou un polypeptide derive, 
a savoir les proteines ou les polypeptides dont les sequences nucleotidiques codant 
pour ces dernieres presentent enire dies un pourcentage d'homologie d'au moins 
environ 75%, notamment d'au mains environ 77% a environ 85%, et dont les 
sequences en acides amines presentent enire dies un pourcentage d'homologie d'au 
moins environ 75%, notamment d'au moins environ 80% a environ 90%, et 
presentent une activite lipasique de type pancreatique. notamment un ADNc codant 
pour toute lipase pancreatique de mammiferes, ou un ADNc codant pour toute 
proteine ou polypeptide derive des lipases pancreatiques susmentionnees par 
addition et/ou suppression et/ou substitution d'un (ou plusieurs) acide(s) amine(s), 
cette proteine ou ce polypeptide derive possedant une activite lipasique de type 
pancreatique, et, d'autre pait, les elements permettant a une cellule vegetale de 
produire la lipase pancreatique, ou la proteine ou le polypeptide derive, code par 
ledit ADNc, notamment un promoteur et un terminateur de transcription reconnus 
par la machinerie transcriptionnelle des cellules vegetales, pour la transformation 
de cellules de plantes en vue de I'obtention, a partir de ces cellules, ou de plantes 
obtenues a partir de ces dernieres, d'une lipase pancreatique recombinante de 
mammiferes, ou d'une proteine ou polypeptide derive. 

La presente invention a plus parliculierement pour objet I'utilisation d'une 
sequence nucleotidique recombinante contenant d'une part, I'ADNc codant pour la 
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LPH (Lowe M.E et al 1989), ou une sequence nucleotidique derivee de cet ADNc, 
notamment par addition et/ou suppression et/ou substitution d'un (ou plusieurs) 
nucleotide(s), ladite sequence derivee etant susceptible de coder pour un 
polypeptide dont la sequence en acides amines est identique a celle de la LPH, ou 
pour un polypeptide derive de la LPH par addition et/ou suppression et/ou 
substitution d*un (ou plusieurs) acide(s) amine(s), ce polypeptide derive presentant 
une activite lipase de type pancreatique, et d'autre part, les elements permettant a 
une cellule vegetale de produire le polypeptide code par ledit ADNc ou par une 
sequence derivee susmentionnee, notamment un promoteur et un terminateur de 
transcription reconnus par la machinerie transcriptionnelle des cellules vegetales (et 
plus particulierement par les ARN polymerases de ces dernieres), pour la 
transformation de cellules de plantes en vue de Tobtention, a partir de ces cellules, 
ou des plantes obtenues a partir de ces dernieres, de LPH recombinante sous forme 
d'enzyme active, ou d'un (ou plusieurs) poiypeptide(s) derive(s) de cette derniere 
tel(s) que defmi(s) ci-dessus. 

L'invention concerne aussi une sequence nucleotidique recombinante, 
caracterisee en ce qu'elle contient d'une part la sequence codante pour une lipase 
pancreatique ou une proteine ou polypeptide derive et d'autre part, les elements 
permettant a une cellule vegetale de produire une lipase pancreatique pancreatique 
ou une proteine ou polypeptide derive code par ladite sequence, notamment un 
promoteur et un terminateur de transcription reconnus par la machinerie 
transcriptionnelle des cellules vegetales, 

-une sequence nucleotidique recombinante, caracterisee en ce qu'elle contient 
d*une part la sequence codante pour une colipase ou une proteine ou polypeptide 
derive et d*autre part, les elements permettant a une cellule vegetale de produire 
une colipase pancreatique ou une proteine ou polypeptide derive code par ladite 
sequence, notamment un promoteur et un terminateur de transcription reconnus 
par la machinerie transcriptionnelle des cellules vegetales, 

-et une sequence nucleotidique recombinante, caracterisee en ce qu'elle 
contient d'une part les sequences codantes pour une lipase pancreatique et une 
colipase ou les proteines ou polypeptides derives et d'autre part, les elements 
permettant a une cellule vegetale de produire une lipase pancreatique et une 
colipase ou les proteines ou polypeptides derives codes par ladite sequence, 
notamment un promoteur et un terminateur de transcription reconnus par la 
machinerie transcriptionnelle des cellules vegetales. 

Uinvention concerne egalement toute sequence nucleotidique recombinante 
telle que decrite ci-dessus, notamment celle contenant a titre d*ADNc, celui de la 
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LPH ou une sequence nucleotidique derivee de ce dernier telle que definie ci- 
dessus. 

Avantageusement, les sequences nucleotidiques recombinantes selon 
rinvention contiennent une (ou plusieurs) sequence(s) codant pour un peptide 
responsable de Tadressage des polypeptides recombinants de I'lnvention (a savoir 
de la LPH recombinante ou des polypeptides derives susmentionnes) dans un 
compartiment determine de la cellule vegetale, notamment dans le reticulum 
endoplasmique ou dans les vacuoles, ou bien meme a Texterieur de la cellule, dans 
la paroi pectocellulosique ou dans Tespace extracellulaire aussi appele apoplasme. 

Parmi les terminateurs de transcription susceptibles d'etre utilises pour la 
transformation de cellules de plantes dans le cadre de la presente invention, on peut 
citer le terminateur polyA 35S du vims de la mosaique du chou-fleur (CaMV), ou 
le terminateur polyA NOS, qui correspond a la region en 3' non codante du gene 
de la nopaline synthase du plasmide Ti A'Ai^rohacferhim htmefaciens souche a 
nopaline . 

A ce titre, I'invention a pour objet toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que decrite ci-dessus contenant en aval dudit ADNc ou de sa 
sequence derivee, le terminateur polyA 35S du CaMV, ou le terminateur polyA 
NOS A'Agrohacterium Umiefaciens. 

Parmi les promoteurs de transcription susceptibles d'etre utilises pour la 
transformation de cellules de plantes dans le cadre de la presente invention, on peut 
citer: 

- le promoteur 35S (P35S), ou avantageusement le promoteur constitutif 
double 35S (Pd35S) du CaMV, ces promoteurs permettant I'expression des 
polypeptides recombinants de Tinvention dans I'ensemble de la plante obtenue a 
partir de cellules transformees selon I'invention, et sont decrits dans I'article de Kay 
etal, 1987, 

- le promoteur PCRU du gene de la cmciferine de radis permettant 
I'expression des polypeptides recombinants de i'invention uniquement dans les 
semences (ou graines) de la plante obtenue a partir de cellules transformees selon 
rinvention, et decrit dans Tarticle de Depigny-This et ai, 1992, 

- les promoteurs PGEAl et PGEA6 correspondant a la region 5* non codante 
des genes de la proteine de reserve de graines, GEAl et GEA6, respectivement, 
d*Arabidopsis thaliana (Gaubier et al., 1993), et permettant une expression 
specifique dans les graines, 

- le promoteur chimerique super-promoteur PSP (Ni M et al., 1995), 
constitue de la fusion d'une triple repetition d'un element activateur transcriptionnel 
du promoteur du gene de Toctopine synthase dAgrobacterium tumefaciens, d*un 
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element activateur transcriptionnel du promoteur dii gene de mannopine synthase 
et du promoteur mannopine synthase d'Agrobacterium tumefaciens, 

- le promoteur actine du riz suivi de I'intron actine de riz (PAR-JAR) contenu 
dans le plasmide pAct 1 -F4 decrit par McElroy et al. ( 1 99 1 ), 

- le promoteur HMGW (High Molecular Weight Ghitenim) d*orge 
(Anderson 0,D, et al, J 989), 

- le promoteur du gene de yzeine de maVs (Pyzeine) contenu dans le plasmide 
PY63 decrit dans Reina et al. (1990), et permettant ^expression dans I'albumen des 
semences de mais, 

A ce titre, I'invention a pour objet toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que decrite ci-dessus, contenant en amont dudit ADNc ou de sa 
sequence derivee, le promoteur constitutif double 33S (Pd35S) du CaMV, ou le 
promoteur PCRU du gene de la cruciferine de radis, ou les promoteurs PGEAl ou 
PGEA6 A'Arahidopsis thaliana, ou le super-promoteur PSP A'Agrohacterium 
tumefaciens, ou le promoteur PAR-IAR du riz, le promoteur HMGW d'orge ou le 
promoteur pyzeine du mais. 

Les sequences codant pour un peptide d'adressage utilisees dans le cadre de 
la presente invention, peuvent etre d'origine vegetale, humaine ou animale. 

Parmi les sequences codant pour un peptide d'adressage d*origine vegetale, 
on peut citer: 

- la sequence nucleotidique de 69 nucleotides (indiquee dans les exemples qui 
suivent) codant pour le prepeptide (peptide signal) de 23 acides amines de la 
sporamine A chez la patate douce, ce peptide signal permettant I'entree des 
polypeptides recombinants de Tinvention dans le systeme de secretion des cellules 
vegetales transformees selon I'invention (a savoir principalement dans le reticulum 
endoplasmique), 

- la sequence nucleotidique de 42 nucleotides (indiquee dans les exemples qui 
suivent) codant pour le propeptide N-terminal d'adressage vacuolaire de 14 acides 
amines de la sporamine A chez la patate douce, permettant I'accumulation des 
polypeptides recombinants de I'invention dans les vacuoles des cellules vegetales 
transformees selon I'invention, 

- la sequence nucleotidique de 1 1 1 nucleotides (indiquee dans les exemples 
qui suivent) codant pour le prepropeptide de 37 acides amines de la sporamine A 
constitue depuis I'extremite N-terminale vers Textremite C-terminale des 23 acides 
amines du peptide signal susmentionne suivis par les 14 acides amines du 
propeptide susmentionne, ce prepropeptide permettant I'entree de polypeptides 
recombinants de I'invention dans le systeme de secretion et leur accumulation dans 
les vacuoles des cellules vegetales transformees selon I'invention, 
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les trois sequences susmentionnees etant decrites dans les articles de Murakami et 
al, 1986, et Matsuoka et al, 1991, 

- le propeptide carboxyterminal de la lectine d'orge decrit notamment dans 
les articles de Schroeder et oL, 1993, et de Bednarek et al, 1991 

- et le PRS (Pathogenesis Related Protein, Cornelissen et al. 1986) 
permettant la secretion. 

Parmi les sequences codant pour un peptide d'adressage d*origine humaine ou 
animale, on peut citer celle codant pour le peptide signal de la lipase pancreatique 
humaine (LPH) tel que decrit dans Lowe M.E. et al. 1989, ou pour celui de la 
lipase gastrique de lapin (LGL) tel que decrit dans la demande de brevet europeen 
EP 542629, dont la sequence est indiquee dans les exemples qui suivent, ou pour 
celui de la lipase gastrique de chien (LGC). 

On peut egalement citer, parmi les sequences codant pour un peptide 
d'adressage, celle codant pour les peptides KDEL, SEKDEL et HDEL et 
permettant un adressage dans le reticulum endoplasmique. 

A ce titre, Tinvention a pour objet toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que decrite ci-dessus, contenant une sequence codant pour tout 
ou partie d'un peptide signal tel que celui de la sporamine A de la patate douce, ou 
celui de la LPH, ou de la LGL, ou de la LGC, cette sequence codant pour un 
peptide signal etant situee, dans ladite sequence nucleotidique recombinante, en 
amont dudit ADNc ou de sa sequence derivee et en aval du promoteur utilise, de 
telle sorte que le dernier acide amine C-terminal du peptide signal soit lie au 
premier acide amine N-terminal du polypeptide code par ledit ADNc ou sa 
sequence derivee, dans la proteine codee par ladite sequence nucleotidique 
recombinante. 

L'invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que decrite ci-dessus, contenant une sequence codant pour tout 
ou partie d'un peptide d'adressage vacuolaire, notamment celui de la sporamine A 
de la patate douce, cette sequence codant pour un peptide d'adressage vacuolaire 
etant situee, dans ladite sequence nucleotidique recombinante, entre la sequence 
codant pour un peptide signal et celle codant pour ledit ADNc ou sa sequence 
derivee, de telle sorte que le premier acide amine N-terminal du peptide 
d'adressage vacuolaire soit lie au dernier acide amine C-terminal du peptide signal, 
et que le dernier acide amine C-terminal dudit peptide d'adressage soit lie au 
premier acide amine N-terminal du polypeptide code par ledit ADNc ou sa 
sequence derivee, dans la proteine codee par ladite sequence nucleotidique 
recombinante. 
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L'invention a egalement pour objet toute sequence nucleotidique 
recombinante telle que decrite ci-dessus, contenant une sequence codant pour tout 
ou partie d*un peptide d'adressage vacuolaire, notamment celui de la lectine d'orge, 
cette sequence codant pour un peptide d'adressage vacuolaire etant situee, dans 
ladite sequence nucleotidique recombinante, en aval de la sequence codant pour 
ledit ADNc ou sa sequence derivee, de telle sorte que le premier acide amine N- 
terminal du peptide d'adressage vacuolaire soit lie au dernier acide amine C- 
terminal du polypeptide code par ledit ADNc ou sa sequence derivee, dans la 
proteine codee par ladite sequence nucleotidique recombinante. 

L'invention a plus particulierement pour objet les sequences nucleotidiques 
recombinant es suivantes: 

- celle (designee Pd35S-PS-LPH) contenant dans le sens 5' 3' le 
promoteur Pd35S du CaMV, la sequence codant pour le peptide signal de la 
sporamine A, cette derniere etant immediatement siiivie par la sequence 
nucleotidique codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S du 
CaMV, 

- celle (designee Pd35S-PPS- LPH) contenant dans le sens 5* 3' le 
promoteur Pd35S du CaMV, la sequence codant pour le prepropeptide de la 
sporamine A, cette derniere etant immediatement suivie par la sequence 
nucleotidique codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S du 
CaMV, 

- celle (designee Pd35S-PSLPH- LPH) contenant dans le sens 5' 3' le 
promoteur Pd35S du CaMV, la sequence codant pour le peptide signal de la LPH 
(ou PSLPH) (a savoir pour une sequence constitute des 16 acides amines decrits 
dans Lowe M.E. et al. 1989), cette derniere etant immediatement suivie par la 
sequence nucleotidique codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S 
du CaMV, 

- celle (designee Pd35S-PSLGL- LPH) contenant dans le sens 5' 3* le 
promoteur Pd35S du CaMV, la sequence codant pour le peptide signal de la lipase 
gastrique de lapin (ou PSLGL), cette derniere etant immediatement suivie par la 
sequence nucleotidique codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S 
du CaMV, 

- celle (designee Pd35S-PRS- LPH) contenant dans le sens 5* -> 3' le 
promoteur Pd35S du CaMV, la sequence codant pour le peptide signal de la 
Pathogenesis Related Protein, cette derniere etant immediatement suivie par la 
sequence nucleotidique codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S 
du CaMV, 
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- celle (designee PCRU-PS- LPH) contenant dans le sens 5' -> 3' le 
promoteur PCRU de ia cruciferine, la sequence codant pour le peptide signal de la 
sporamine A, cette derniere etant immediatement suivie par la sequence 
nucleotidique codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S du 
CaMV, 

- celle (designee PCRU-PPS- LPH) contenant dans le sens 5' -> 3* le 
promoteur PCRU de la cruciferine, la sequence codant pour le prepropeptide de la 
sporamine A, cette derniere etant immediatement suivie par la sequence 
nucleotidique codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S du 
CaMV, 

- celle (designee PCRU- PSLPH - LPH) contenant dans le sens 5* -> 3* le 
promoteur PCRU de la cruciferine, la sequence codani le peptide signal de la LPH 
(telle que decrit ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par TADNc 
codant pour la LPH mature puis le terminateur polyA 35S du CaMV, 

- celle (designee PCRU- PSLGL - LPH) contenant dans le sens 5* — > 3* le 
promoteur PCRU de la cruciferine, la sequence codant le peptide signal de la LGL 
(telle que decrit ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par TADNc 
codant pour la LPH mature puis le terminateur polyA 35S du CaMV, 

- celle (designee PCRU- PRS- LPH) contenant dans le sens 5* 3* le 
promoteur PCRU de la cruciferine, la sequence codant le peptide signal de 
Pathogenesis Related Protein, cette derniere etant immediatement suivie par 
TADNc codant pour la LPH mature puis le terminateur polyA 35S du CaMV, 

- celle (designee PGEAl- PSLPH - LPH) contenant dans le sens 5* V le 
promoteur PGEAl d'Arahidopsis thaliaiuf, la sequence codant le peptide signal de 
la LPH (telle que decrit ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par 
I'ADNc codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S du CaMV, 

- celle (designee PGEAl- PSLGL - LPH) contenant dans le sens 5' — > 3' le 
promoteur PGEAl A'Arahidopsis fhaliaaa, la sequence codant le peptide signal de 
la LGL (telle que decrit ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par 
TADNc codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S du CaMV, 

- celle (designee PGEA6- PSLPH - LPH) contenant dans le sens 5' — > 3' le 
promoteur PGEA6 d'Arohidopsis thaliano, la sequence codant le peptide signal de 
la LPH, cette derniere etant immediatement suivie par codant pour la LPH mature 
ou son precurseur, puis le terminateur polyA 33S du CaMV, 

- celle (designee PGEA6- PSLGL - LPH) contenant dans le sens 5' ^ 3* le 
promoteur PGEAl d'Arahidopsis lhaliana, la sequence codant le peptide signal de 
la LGL (telle que decrit ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par 
TADNc codant pour la LPH mature, puis le terminateur poIyA 35S du CaMV, 
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- celle (designee PAR-IAR- PSLPH - LPH) contenant dans le sens 5' -> 3' le 
promoteur PAR-IAR du riz, la sequence codant pour le peptide signal de la LPH 
(telle que decrite ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par TADNc 
codant pour la LPH mature, puis le terminateur poly A 35S du CaMV, ou le 
terminateur polyA NOS d'Agrohactermw lumefacicns, 

- celle (designee PAR-IAR- PSLGL - LPH) contenant dans le sens 5' -> 3' le 
promoteur PAR-IAR du riz, la sequence codant pour le peptide signal de la LGL 
(telle que decrite ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par I'ADNc 
codant pour la LPH mature, puis le terminateur polyA 35S du CaMV, ou le 
terminateur polyA NOS A'Agrobacierium Uimefacietis^ 

- celle (designee Pyzeine- PSLPH - LPH) contenant dans le sens 5' — > 3* le 
promoteur pyzeine du mais, la sequence codant pour le peptide signal de la LPH 
(telle que decrit ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par TADNc 
codant pour la LPH mature, ou son precurseur, puis le terminateur polyA 358 du 
CaMV, 

- celle (designee Pyzeine- PSLGL - LPH) conienant dans le sens 5' — > 3' le 
promoteur pyzeine du mais, la sequence codant pour te peptide signal de la LGL 
(telle que decrite ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par I'ADNc 
codant pour la LPH mature, ou son precurseur, puis le terminateur polyA 358 du 
CaMV, 

- celle (designee Pyzeine- PSLPH - LPH -KDEL) contenant dans le sens 5' 
— > 3* le promoteur pyzeine du mais, la sequence codant pour le peptide signal de la 
LPH (telle que decrit ci-dessus), cette derniere etant immediatement suivie par 
I'ADNc codant pour la LPH mature puis la sequence codant pour le tetrapeptide 
KDEL, puis le terminateur polyA 35S du CaMV. 

Avantageusement, les sequences nucleotidiques recombinantes de Tinvention 
contiennent egalement une sequence nucleotidique utilisable en tant que marqueur 
desdites sequences recombinantes, notamment pour difFerencier (et ainsi 
selectionner) celles des cellules de plantes qui sent transformees par lesdites 
sequences recombinantes de celles qui ne le sonl pas. 

De preference, une telle sequence nucleotidique utilisable en tant que 
marqueur desdites sequences recombinantes, est choisie parmi les genes de 
resistance aux antibiotiques, notamment le gene de resistance a la kanamycine. 

^invention a egalement pour objet tout vecteur, notamment plasmidique, 
contenant une sequence nucleotidique recombinante selon invention, inseree en un 
site non essentiel pour sa replication. 
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L'invention concerne egalement tout liote celluiaire, notamment toute 
bacterie telle que Agrobaclerium fnmefctcicns^ transforme par un vecteur tel que 
defini ci-dessus. 

L'invention concerne aussi un procede d'obtention de lipase pancreatique 
recombinante, ou d'une proteine ou un polypeptide derive, caracterise en ce qu'il 
comprend: 

- la transformation de cellules vegetales, notamment a I'aide d'un bote 
cellulaire selon Tinvention, lui-meme transforme par un vecteur Tinvention, de 
maniere a integrer dans le genome de ces cellules une sequence recombinante selon 
r invention 

- le cas echeant, I'obtention de plantes transformees a partir des cellules 
transformees susmentionnees, 

- la recuperation de la lipase pancreatique recombinante ou de la proteine ou 
polypeptide derive produit dans lesdites cellules ou plantes transformees 
susmentionnees, notamment par extraction, suivie, le cas echeant, par une 
purification. 

Par exemple, la presente invention a pour objet tout procede d'obtention 
d'une lipase pancreatique himiaine, recombinante sous forme d'enzyme active, 
et/ou d'un (ou plusieurs) polypeptide(s) derive(s) de cette derniere, notamment par 
addition et/ou suppression et/ou substitution d'un (ou plusieurs) acide(s) amine(s), 
ce (ou ces) polypeptide(s) derive(s) presentant une activite lipasique, caracterise en 
ce qu'il comprend: 

- la transformation de cellules vegetales, de maniere a integrer, dans le 
genome de ces cellules, une (ou plusieurs) sequence(s) nucleotidique(s) 
recombinante(s) selon l'invention, 

- le cas echeant, I'obtention de plantes transformees a partir des cellules 
transformees susmentionnees, 

- la recuperation de la lipase pancreatique humaine recombinante et/ou du 
(ou des) polypeptide(s) derive(s) susmentionne(s) produit(s) dans lesdites cellules 
ou plantes transformees susmentionnees, notamment par extraction, suivie, le cas 
echeant, par une purification. 

Selon un mode de realisation du procede susmentionne de l'invention, la 
transformation de cellules vegetales peut etre realisee par transfert de la sequence 
nucleotidique recombinante de l'invention dans les protoplastes, notamment apres 
incubation de ces derniers dans une solution de polyethylene glycol (PEG) en 
presence de cations divalents (Ca^^). 

La transformation des cellules vegetales peut egalement etre realisee par 
electroporation. 
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La transformation des cellules vegetales pent egalement etre reaiisee par 
utilisation d'un canon a gene permettant la projection, a tres grande vitesse, de 
particules metalliques recouvertes de sequences nucleotidiques recombinantes 
selon I'invention, delivrant ainsi des genes a Tinterieur du noyau cellulaire. 

Une autre methode de transformation des cellules vegetales, est celle de la 
micro-injection cytoplasmique ou nucleaire. 

Selon un mode de realisation particulierement prefere du procede 
susmentionne de I'invention, les cellules vegetales sont transformees par mise en 
presence de ces dernieres avec un bote cellulaire transforme par un vecteur selon 
I'invention, tel que decrit ci-dessus, ledit bote cellulaire etant susceptible d'infecter 
lesdites cellules vegetales en permettant Tintegration dans le genome de ces 
dernieres, des sequences nucleotidiques recombinantes de I'invention initialement 
contenues dans le genome du vecteur susmentionne. 

Avantageusement, Thote cellulaire susmentionne utilise est Agrohacterium 
tumefaciens^ notamment selon les methodes decrites dans les articles de Bevan, 
1984 et d'An et ah, 1986, ou encore A^^rolxicicriiu)} rhizogeifcs^ notamment selon 
la methode decrite dans Particle de Jouanin ei ciL^ ! 987. 

Parmi les cellules vegetales susceptibles d'etre transformees dans le cadre de 
la presente invention, on peut citer celles du colza, tabac, mais, pois, tomate, 
carotte, ble, orge, pomme de terre, soja, tournesoK laitue, riz et luzerne. 

Selon un mode de realisation du procede susmentionne de I'invention, les 
cellules vegetales transformees selon I'invention, sont cultivees /// v/7ra, notamment 
en bioreacteurs, en milieu liquide, ou sous forme immobilisees, ou encore par 
culture de racines transformees /// vhro. 

Les milieux des cultures /// vilra susmeniionnes sont ensuite recuperes pour 
en extraire, et le cas echeant purifier, notamment par chromatographie, la lipase 
pancreatique, notamment la LPH, recombinante et/ou les proteines ou 
polypeptide(s) derive(s) definis ci-dessus, produits par lesdites cellules 
transformees cultivees /// vitro. 

Selon un mode de realisation prefere du procede susmentionne d'obtention 
de la lipase pancreatique, notamment de la LPH, recombinante et/ou des proteines 
ou polypeptide(s) derive(s) selon I'invention, la transformation de cellules vegetales 
est suivie par une etape d'obtention de plantes transformees par mise en culture 
desdites cellules transformees dans un milieu approprie. La lipase pancreatique, 
notamment la LPH, recombinante et/ou le (ou les) proteines ou polypeptide(s) 
derive(s), produit(s) dans les cellules des plantes entieres ainsi obtenues, sont 
recuperes par extraction reaiisee a partir des plantes entieres, ou de parties de ces 
plantes (notamment a partir des feuilles ou des tiges ou des fruits), ou encore a 
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partir de semences issues de ces plantes, cette extraction etant le cas echeant suivie 
par une etape de purification de la lipase pancreatique, notamment de la LPH, 
recombinante et/ou de la proteine ou du (ou des) potypeptide(s) derive(s). 

Les plantes transformees utilisees pour la recuperation de la lipase 
pancreatique, notamment de la LPH, recombinante et/ou de la (ou des) proteine (s) 
ou polypeptide(s) derive(s) dans le cadre du procede susmentionne, sont celles de 
la generation TO, a savoir celles obtenues a partir de culture de cellules 
transformees de Tinvention sur un milieu approprie, ou avantageusement celles des 
generations suivantes (Tl, T2 etc.) obtenues, par exemple par autofecondation des 
plantes de la generation precedente et dans lesquelles les sequences nucleotidiques 
recombinantes de Tinvention se reproduisent selon les lois de Mendel. 

L'invention vise plus particulierement un procede d'obtention tel que decrit 
ci-dessus de la LPH recombinante, caracterise en ce qu'il comprend: 

- la transformation de cellules d'explants de feuilles d'une plante, par mise en 
presence de ces dernieres avec une souche cVA<^rohac/erh/m ti/mefacfem 
transformee par un plasmide tel que decrit ci-dessus contenant la sequence 
nucleotidique recombinante choisie dans la liste suivante : Pd35S-PS-LPH, Pd35S- 
PPS-LPH, Pd35S-PSLGL-LPH et Pd35S-PSLPH- LPH susmentionnee, sur un 
milieu de culture approprie, 

- selection des explants transformes sur un milieu contenant de la 
kanamycine, 

- obtention de plantes transformees a partir des explants transformes 
susmentionnes par culture de ces derniers sur des milieux appropries, 

- extraction de la LPH recombinante notamment par broyage des feuilles 
et/ou des graines et/ou des fruits des plantes transformees susmentionnees dans un 
tampon approprie, centrifugation et recuperation du surnageant constituant Textrait 
vegetal a activite enzymatique, 

- le cas echeant purification de la LPH recombinante a partir de Textrait 
obtenu lors de I'etape precedente, notamment par chromatographie realisee a partir 
du surnageant, ce qui conduit a Tobtention de LPH recombinante sous forme 
essentiellement pure. 

Les cellules vegetales transformees dans les procedes decrits ci-dessus sont 
avantageusement choisies parmi celles de tabac, colza, mais, pois, tomate, carotte, 
ble, orge, pomme de terre, soja, tournesol, laitue, riz et luzerne. 

L'invention vise plus particulierement un procede d'obtention de LPH 
recombinante, caracterise en ce qu'il comprend: 

- la transformation de cellules de cals de mais, par bombardement de ces 
dernieres a I'aide d'un canon a particules, avec des plasmides contenant la sequence 
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nucleotidique recombinante PAR-1 AR-PSLPH- LPH et/ou la sequence pyzeine- 
PSLGL- LPH et/ou la sequence Pyzeine- PSLPH -LPH-KDEL, 

- selection des cals transformes sur un milieu contenant un agent selectif tel 
que la kanamycine, 

- obtention de plantes de mais transformees a partir des cals transformes 
susmentionnes par culture de ces derniers sur des milieux appropries, 

- extraction de la LPH recombinante;. notamment par broyage, dans un 
tampon approprie, des semences issues des. plantes transformees susmentionnees, 
centrifugation et recuperation du surnageant constituant I'extrait vegetal a activite 
enzymatique, 

- le cas echeant, purification de la LPH a partir de I'extrait obtenu lors de 
I'etape precedente, notamment par chromatographie realisee a partir du surnageant, 
ce qui conduit a I'obtention de la LPH. sous forme essentiellement pure. 

L'invention a egalement pour objet toute cellule vegetale transformee 
genetiquement, contenant une (ou plusieurs) sequence(s) nucleotidique(s) 
recombinante(s) selon I'invention, integree(s) de fagon stable dans leur genome. 

L'invention concerne egalement toute cellule vegetale transgenique telle que 
decrite ci-dessus, contenant une (ou plusieurs) proteine(s) ou polypeptide(s) 
recombinant(s) selon I'invention, tels que la LPH. ladite cellule vegetale etant 
encore designee cellule vegetale a activite enzymatique, et plus particulierement a 
activite lipasique telle que defmie ci-apres. 

Linvention a egalement pour objet des semences transformees 
genetiquement contenant une (ou plusieurs) sequence(s) nucleotidique(s) 
recombinante(s) telle(s) que decrite(s) ci-dessus, selon Tinvention, integree(s) de 
fafon stable dans leur genome. 

L*invention concerne egalement les semences transgeniques decrites ci- 
dessus, et contenant une (ou plusieurs) proteine(s) ou polypeptide(s) 
recombinant(s) selon I'invention, tels que la LPH n'cowhinanw. lesdites semences 
etant encore designees semences a activite enzymatique, et plus particulierement a 
activite telle que defmie ci-apres. 

Les semences transformees selon I'invention sont celles recoltees a partir de 
plantes transformees genetiquement selon I'invention, ces plantes transformees 
etant soit celles de la generation TO susmentionnee et obtenues par mise en culture 
de cellules transformees selon I'invention, soit celles des generations suivantes (Tl, 
T2 etc.) obtenues par exemple par autofecondation ou par croisement des plantes 
des generations precedentes (comme indique ci-dessus). 

L'invention a egalement pour objet les plantes ou parties de plantes 
(notamment cxplants, tiges, feuilles, fruits, racines, semences, pollen, etc..) 
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transforme(e)s genetiquement, caracterise(e)s en ce qu'elles (ils) contiennent une 
(ou plusieurs) sequence(s) nucleotidique(s) reconibinante(s) selon Tinvention, 
integree(s) de fa9on stable dans leur genome. 

L*invention concerne egalement les plantes ou parties de plantes 
transgeniques decrits ci-dessus, contenant une (ou plusieurs) proteine(s) ou 
polypeptide(s) recombinant(s) selon Tinvention, tels que la LPH, lesdit(e)s plantes 
ou parties de plantes etant encore designe(e)s plantes ou parties de plantes a 
activite enzymatique, et plus particulierement a activite lipasique telle que definie 
ci-apres, 

Uinvention a plus particulierement pour objet, les plantes transformees 
susmentionnees, telles qu'obtenues par mise en culture de cellules ou de semences 
telles que decrites ci~dessus, selon Tinvention. 

Les plantes, ou parties de plantes, transformees selon I'invention sont 
avantageusement choisis parmi le colza, le tabac, le maTs, le pois, la tomate, la 
carotte, le ble, I'orge, la pomme de terre, le soja, le tournesol, le riz, la laitue, la 
luzerne et la betterave, ou les parties de ces plantes. 

La presente invention a pour objet tout extrail vegetal a activite enzymatique, 
et par exemple a activite lipasique definie ci-apres, lei qu'obtenu par mise en oeuvre 
de Tun des procedes decrits ci-dessus de I'invention, contenant de la lipase 
pancreatique recombinante et/ou de la colipase recombinante ou les proteines ou 
polypeptides derives. 

L'activite lipasique (ou lipolytique) des plantes ou parties de plantes, et des 
extraits vegetaux a activite enzynnatique de I'invention, peut etre mesuree 
notamment selon la methode de Duan R, et al. 1991 utilisant un triglyceride a 
chaine courte (tel que la tributyrine) comme substrat ou par la methode de EglofF 
M.P. et al. 1995. L'activite enzymatique est rappoitee en unites U, une unite U 
correspondant a la quantite d'enzyme necessaire pour liberer une pmole d'acides 
gras libres par minute a 37°C dans les conditions optimales de pH. 

Les extraits vegetaux a activite enzymatique de I'invention sont 
avantageusement tels que le pourcentage en poids de polypeptides recombinants 
enzymatiquement actifs, represente environ 0,1% a 20%, notamment environ 1% a 
environ 15%, par rapport au poids total de proteines presentes dans ces extraits. 

L'invention a plus particulierement pour objet les extraits vegetaux a activite 
enzymatique suivants: 

- les extraits de feuilles et/ou de fiuits et/ou de graines de plantes, tels 
qu*obtenus par transformation des cellules d'explants de ces plantes avec la 
sequence Pd35S-PSLPH- LPH, ou la sequence Pd35S-PS- LPH, ou la sequence 
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Pd35S-PPS- LPH, ou la sequence Pd35S-PSLGL- LPH, selon Tun des precedes 
decrits ci-dessus, et contenant la LPH recombinante. 

- Textrait de feuiiles de tabac, tel qu'obtenu par transformation de cellules 
d'explants de feuiiles de tabac avec la sequence Pd35S-PS- LPH, ou la sequence 
Pd35S-PPS- LPH, selon le procede decrit ci-dessus, 

- Textrait de feuiiles de tabac, tel qu'obtenu par transformation de cellules 
d*explants de feuiiles de tabac avec la sequence Pd35S-PSLGL- LPH ou la 
sequence Pd35S-PSLPH- LPH, selon le procede decrit ci-dessus, 

- Textrait de graines de tabac, tel qu'obtenu par transformation de cellules 
d'explants de feuiiles de tabac avec la sequence Pd35S-PS-LPH, ou la sequence 
Pd35S-PPS-LPH, selon le procede decrit ci-dessus, 

- les extraits de graines de plantes tels qu'obtenus par transformation de 
cellules d'explants de ces plantes avec la sequence PCRU-PS- LPH, ou la sequence 
PCRU-PPS-LPH, ou la sequence PGEAl-PSLGL- LPH, ou la sequence PGEA6- 
PSLPH - LPH, selon I'un des precedes decrits ci-dessus, et contenant la LPH 
recombinante: 

- I'extrait de graines de colza, tel qu'obienu par transformation de cellules 
d'explants de feuiiles de colza avec la sequence PCRU-PS-LPH, ou la sequence 
PCRU-PPS-LPH, ou la sequence PGEAI- PSLPH -LPH, ou la sequence PGEA6- 
PSLPH -LPH, selon le procede decrit ci-dessus, 

- les extraits de semences de plantes tels qu'obtenus par transformation de 
cellules d'explants de ces plantes avec la sequence PAR-IAR- PSLPH -LPH et/ou 
la sequence Pyzeine- PSLPH -LPH et/ou la sequence Pyzeine- PSLPH -LPH- 
KDEL, selon Tun des precedes decrits ci-dessus, et contenant la LPH 
recombinante 

- I'extrait de semences de maYs, tel qu'obtenu par transformation de cellules 
de mais (notamment de cals de mais) avec la sequence PAR-IAR- PSLPH -LPH 
et/ou la sequence Pyzeine-PSLGL-LPH et/ou la sequence Pyzeine- PSLPH -LPH- 
KDEL, selon le procede decrit ci-dessus. 

La presente invention a pour objet une lipase pancreatique recombinante ou 
proteine ou polypeptide derive caracterise en ce qu'elle est obtenu selon le procede 
selon r invention. 

La presente invention a notamment pour objet toute lipase pancreatique 
recombinante enzymatiquement active, notamment la LPH, ou proteines ou 
polypeptides derives, notamment par addition et/ou suppression et/ou substitution 
d'un (ou plusieurs) acide(s) amine(s), ces polypeptides derives presentant une 
activite lipasique, tels qu'obtenus sous forme essentiellement pure par mise en 
oeuvre d'un des precedes decrits ci-dessus de I'invcntion, ces precedes comprenant 
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une etape de purification des polypeptides recombinants de I'invention, notamment 
par chromatographie realisee a partir des extraits enzymatiques decrits ci-dessus. 

Par lipase pancreatique recombinante enzymatiquement active, ou 
polypeptides derives presentant une activite lipasique, selon I'invention, on entend 
tout polypeptide recombinant susceptible de presenter une activite lipasique de 
type pancreatique par exemple telle que mesuree selon la methode de Duan ou la 
mdthode de EglofF. 

Uinvention concerne plus particulierement la LPH recombinante telle 
qu*obtenue par purification de I'extrait enzymatique de feuilles ou de graines de 
tabac, ces feuilles ou graines provenant de plantes de tabac transformees, elles- 
memes obtenues a partir de cellules de tabac transformees avec la sequence Pd35S- 
PSLGL-LPH ou sequence Pd35S-PSLPH-LPH selon le procede decrit ci-dessus, 
ladite LPH recombinante presentant une activite lipasique telle que decrite ci- 
dessus. 

L'invention concerne les anticorps diriges contre les polypeptides 
recombinants de I'invention, et plus paniculierement ceux diriges contre la LPH 
recombinante selon I'invention. 

De tels anticorps peuvent etre obtenus par immunisation d'un animal avec ces 
polypeptides suivie de la recuperation des anticorps formes. 

II va de soi que cette production n'est pas limitee aux anticorps polyclonaux. 

EUe s'applique encore a tout anticorps monoclonal produit par tout 
hybridome susceptible d'etre forme, par des methodes classiques, a partir des 
cellules spleniques d'un animal, notamment de souris ou de rat, immunises contre 
Tun des polypeptides purifies de I'invention d'une part, et des cellules d'un myelome 
approprie d'autre part, et d'etre selectionne, par sa capacite a produire des 
anticorps monoclonaux reconnaissant le polypeptide susmentionne initialement mis 
en oeuvre pour I'immunisation des animaux. 

L'invention concerne egalement I'utilisation de plantes, parties de plantes, 
cellules de plantes, ou semences transformes selon I'invention, pour I'obtention 
d'une (ou plusieurs) proteines ou polypeptide(s) recombinant(s) selon I'invention, 
tels que la LPH recombinante, ou ses polypeptides derives tels que definis ci- 
dessus, notamment par mise en oeuvre d'un des procedes susmentionnes de 
rinvention, lesdits polypeptides recombinants etant sous forme essentiellement pure 
ou contenus dans des extraits vegetaux a activite enzymatique tels que definis ci- 
dessus. 

L'invention concerne notamment : 

-rutilisation 'de plantes, on parlies de plantes selon l'invention et/ou des 
extraits de plantes selon l'invention, et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
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d'association de ceux-ci selon Tinvention, pour Tobtention de medicaments 
destines au traitement de pathologies associees a un deficit de production de lipase 
dans Torganisme, teiles que la mucoviscidose ou dans le cadre du traitement de 
desordre alimentaire, telle que robesite, 

-I'utilisation de plantes, ou parties de plantes selon Tinvention, et/ou des 
extraits de plantes selon 1' invention, et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
d'association de ceux-ci selon IMnvention, pour I'obtention d'aliments destines a 
Vali mentation huwaine ou aniniale, notamment d'aliments fonctionnels plus 
particulierement destines a faciliter I'absorption des graisses animales ou vegetales 
ingerees par un individu sain ou atteint d*une ou plusieurs pathologies afFectant ou 
non le taux de production de lipase gastrique et/ou pancreatique, 

-et Tutilisation de plantes, ou panics de plantes selon Tinvention, et/ou des 
extraits de plantes selon Tinvention, et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
d'association de ceux-ci selon Tinvention, pour la mise en oeuvre de reactions 
enzymatiques dans le domaine industriel, agro-alimentaire ou agro-industrielle, 
notamment dans I'industrie des corps gras, de la lipochimie et Tindustrie laitiere. 

Uinvention concerne plus particulierement I'utilisation en tant qu*aliments des 
plantes, ou parties de plantes, notamment des feuilles, des fruits, des semences a 
activite enzymatique selon Tinvention. 

A ce titre I'invention a plus particulierement pour objet tout aliment 
fonctionnel constitue d'une plante a activite enzymatique telle que decrite ci-dessus, 
ou de parties de cette plante, notamment de feuilles ou fruits ou encore de 
semences issues de cette derniere, et susceptible(s) de presenter un caractere 
comestible chez THomme, ou Tanimal. 

L'invention vise egalement tout aliment fonctionnel contenant une (ou 
plusieurs) plante(s) a activite enzymatique telle(s) que decrite(s) ci-dessus, et/ou 
des parties de cette (ces) plante(s), notamment des feuilles et/ou des semences 
et/ou des fruits de cette (ces) plante(s), et/ou un (ou plusieurs) extrait(s) vegetal 
(vegetaux) a activite enzymatique tel(s) que decrit(s) ci-dessus, et/ou une (ou 
plusieurs) proteines ou polypeptide(s) recombinant(s) de I'invention, le cas echeant 
en association avec un (ou plusieurs) autre(s) compose(s) comestible(s). 

Par exemple, invention a plus particulierement pour objet toute composition 
alimentaire susmentionnee contenant de la LPH recombinante obtenue selon 
rinvention sous forme essentiellement pure ou partiellement pure ou sous forme de 
plantes et/ou d'extraits enzymatiques tels que decrits ci-dessus eventuellement 
associee a une ou plusieurs autres activites enzymatiques utiles pour la digestion, 
de preference une activite enzymatique de type amylase, protease (notamment 
trypsine et chymotrypsine et/ou elastase). 
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Avantageusement, les plantes ou parties de plantes, contenus dans la 
composition alimentaire susmentionnee, se presentent sous forme de broyats. 

Les aliments selon I'invention, encore designes aliments fonctionnels, ou les 
compositions alimentaires selon I'invention sont plus particulierement destines a 
faciliter Tabsorption des graisses animales ou vegetales ingerees par un individu 
sain ou atteint d*une ou plusieurs pathologies aftectant ou non le taux de 
production de lipase gastrique et/ou pancreatique. A ce titre, les aliments ou 
compositions alimentaires de Tinvention, sont avantageusement utilises en tant que 
complements nutritionnels. 

^invention a egalement pour objet Tutilisation de plantes, ou de parties de 
plantes, notamment de feuilles et/ou fruits et/ou semences, ou de cellules vegetales 
a activite enzymatique selon rinvention, ou d'extraits vegetaux a activite 
enzymatique tels que definis ci-dessus, ou encore de polypeptides recombinants 
selon I'invention, tels que la LPH recombinante, ou ses polypeptides derives tels 
que definis ci-dessus, pour Tobtention de medicaments (ou compositions 
pharmaceutiques) destines a faciliter Tabsorption des graisses animales ou vegetales 
ingerees par un individu sain ou atteint d'une ou plusieurs pathologies affectant ou 
non le taux de production de lipase gastrique et/ou pancreatique ou a corriger un 
desordre alimentaire, notamment Pobesite. 

Notamment, de telles compositions pharmaceutiques sont avantageusement 
utilisees chez les individus subissant un traitement medical alterant le mecanisme 
d*absorption des graisses, ou encore chez les personnes agees. 

Les compositions pharmaceutiques selon I'invention sont aussi plus 
particulierement destinees au traitement des pathologies liees a I'insufFisance de 
lipases (notamment de lipase(s) gastrique et/ou pancreatique) dans I'organisme, et 
plus particulierement de pathologies telles que la mucoviscidose, I'insuffisance 
pancreatique exocrine, et Tobesite. 

L'invention a plus particulierement pour objet toute composition 
pharmaceutique, caracterisee en ce qu'etle comprend des plantes, ou parties de 
plantes selon I'invention, et/ou des extraits de plantes selon I'invention, et/ou de 
proteines ou de polypeptides ou d'association de ceux-ci selon I'invention, le cas 
echeant en association avec un ou plusieurs vehicules ou excipients 
pharmaceutiquement acceptables. 

L'invention a plus particulierement pour objet toute composition 
pharmaceutique susmentionnee contenant de la LPH recombinante sous forme 
essentiellement pure ou sous forme d'extraits enzymatiques tels que decrits ci- 
dessus. 
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Par exemple, Tinvention a plus particulierement pour objet toute composition 
pharmaceutique susmentionnee contenant de la LPH recombinante sous forme 
essentiellement pure ou partiellement pure ou sous forme d'extraits enzymatiques 
tels que decrits ci-dessus associee a une ou plusieurs autres activites enzymatiques 
utiles pour la digestion, de preference une activite enzymatique de type amylase, 
protease (notamment trypsine et chymotrypsine et/ou elastase). 

Las compositions pharmaceutiques selon I'invention sont de preference 
administrables par vole orale, et se presentent notamment sous forme de gelules, de 
comprimes ou de poudres a diluer. 

La posologie journal iere cliez I'homme est avantageusement d'environ 200 
mg a environ 1000 mg, repartis de preference au moment des repas principaux, 
lorsque lesdites compositions pharmaceutiques contiennent des extraits 
enzymatiques tels que decrits ci-dessus, et d'environ 100 mg a environ 500 mg, 
lorsque lesdites compositions pharmaceutiques contiennent des polypeptides 
recombinants selon I'invention sous forme essentiellement pure. 

L'invention a egalement pour objet I'utilisation de plantes, ou de parties de 
plantes, notamment de feuilles et/ou fruits et/ou semences, ou de cellules vegetales 
a activite enzymatique selon I'invention, ou d'extraits vegetaux a activite 
enzymatique tels que definis ci-dessus, ou encore de polypeptides recombinants 
selon rinvention, tels que la LPH recombinante, ou ses polypeptides derives tels 
que definis ci-dessus, pour la mise en oeuvre de reactions enzymatiques dans le 
domaine industriel, agro-alimentaire ou agro-industriel, notamment dans Tindustrie 
des corps gras, de la lipochimie et I'industrie laitiere. 

A ce titre, I'invention concerne tout procede, notamment de bioconversion 
enzymatique, ou de biocatalyse, par mise en oeuvre d'une ou plusieurs reactions 
enzymatiques dans le domaine industriel, agro-alimentaire ou agro-industriel, 
notamment dans I'industrie des corps gras, de la lipochimie et I'industrie laitiere, ces 
reactions enzymatiques etant effectuees au moyen de plantes, ou de parties de 
plantes, notamment de feuilles et/ou fruits et/ou semences, ou de cellules vegetales 
a activite enzymatique selon - I'invention, ou d'extraits vegetaux a activite 
enzymatique tels que definis ci-dessus, ou encore de polypeptides recombinants 
selon rinvention, tels que la LPH recombinante, ou ses polypeptides derives tels 
que definis ci-dessus. 

L'invention a plus particulierement pour objet des preparations enzymatiques 
a destination industrielle, agro-alimentaire ou agro-industrielle, susceptibles d*etre 
utilisees dans le cadre de la mise en oeuvre d'un procede tel que decrit ci-dessus, et 
comprenant des plantes, on parties de plantes selon I'invention, et/ou des extraits 
de plantes selon Tinvention, et/ou de proteines ou de polypeptides ou d'association 
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de ceux-ci selon IMnvention le cas echeant en association avec un (ou plusieurs) 
additif(s) ou autre(s) enzyme(s) susceptible(s) d'etre utilise(s) dans le cadre de 
{'application industrielle susmentionnee. 

L'invention concerne plus particulierement ['utilisation de plantes, ou de 
parties de plantes, notamment de feuilles et/ou faiits et/ou semences, ou de cellules 
vegetales a activite enzymatique selon Tinvention, pour la mise en oeuvre, a 
Techelle industrielle, de reactions de bioconversions enzymatiques, ou de 
biocatalyses, telles que hydrolyses, ou trans-esterifications enzymatiques. 

Avantageusement, les plantes a activite enzymatique, ou parties de ces 
plantes, notamment les feuilles et/ou fruits et/ou semences, ou de cellules 
vegetales, selon Tinvention, sont utilisees a la fois en tant que source enzymatique 
et substrat reactionnel. 

L'invention a egalement pour objet tout procede de biocatalyse utilisant des 
plantes, ou parties de plantes, notamment des feuilles et/ou fruits et/ou semences, 
on de cellules vegetales a activite enzymatique selon l'invention, et plus 
particulierement des plantes contenant la LPH, lesdites plantes. ou parties de 
plantes, etant utilisees a la fois en tant que source enzymatique et substrat 
reactionnel. 

L'invention concerne plus particulierement Tutilisation des plantes a activite 
enzymatique, ou de parties de ces plantes, selon l'invention, pour I'obtention de 
biocarburants. 

A ce titre, la presente invention a pour objet tout procede d'obtention de 
biocarburant par addition d'alcooK notamment de methanol ou d'ethanol, a un 
broyat de tout ou partie de plantes transformees selon l'invention, avantageusement 
a un broyat de graines de colza, de tournesol ou de soja, transformees selon 
l'invention, et recuperation de biocarburant, notamment par filtration. 

L'invention concerne egalement les esters d'acides gras vegetaux tels 
qu'obtenus par mise en oeuvre du procede susmentionne, notamment le methyl 
ester d'acide oleique. 

L'invention a egalement pour objet tout biocarburant tel qu'obtenu par mise 
en oeuvre d'un procede tel que decrit ci-dessus, et plus particulierement tout 
biocarburant susmentionne comprenani des esters d'acides gras vegetaux. 

L'invention vise plus particulierement tout biocarburant tel qu'obtenu par 
mise en oeuvre du procede susmentionne a partir de graines de colza, et 
comprenant un methylester d'acide oleique. 

L'invention vise egalement I'utilisation des anticorps susmentionnes diriges 
contre les polypeptides recombinants de l'invention, pour la mise en oeuvre d'une 
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methode de detection ou de dosage de la LPH dans un echantillon biologique 
susceptible de la contenir. 

L*invention concerne plus particulierement Tutilisation de ces anticorps pour 
la mise en oeuvre d'une methode de diagnostic /// vitro de pathologies liees a la 
surproduction, ou a I'inverse, a TinsufFisance, voire I'absence de production de 
lipase dans Torganisme. 

Cette methode de diagnostic in vino, realisee a partir d'un echantillon 
biologique preleve chez un patient, comprend une etape de mise en presence de cet 
echantillon avec un ou plusieurs anticorps selon Tinvention, suivie d'une etape de 
detection des eventuels complexes anticorps-LPH formes lors de Tetape 
precedente. 

A ce titre Tinvention concerne egalement un kit pour la mise en oeuvre d'une 
methode de detection ou de diagnostic /j? viiro susmentionnee, comprenant: 

- des anticorps tels que decrits ci-dessus, avantageusement marques de 
maniere radioactive ou enzymatique, ainsi que les reactifs pour la constitution d'un 
milieu propice a la realisation de la reaction imnuinologique entre ces anticorps et 
la LPH, 

- les reactifs permettant la detection des complexes immunologiques formes 
entre ces anticorps et la LPH. 

L'invention concerne egalement Passociation de I'activite lipasique de type 
pancreatique obtenue selon Tinvention avec une activite de type colipase et 
Tutilisation du produit de cette association notamment dans le cadre du traitement 
de pathologies associees a un deficit de production de lipase dans I'organisme, 
telles que la mucoviscidose ou dans le cadre du traitement de desordre alimentaire, 
telle que I'obesite. 

L'activite de type colipase peut provenir d'extraits de plantes exprimant une 
colipase recombinante (par exempie la colipase humaine) ou un derive de cette 
colipase, un derive etant toute proteine ou polypeptide derive de la colipase 
susmentionnee par addition et/ou suppression et/ou substitution d'un (ou plusieurs) 
acide(s) amine(s), cette proteine ou ce polypeptide derive possedant une activite de 
type colipase. Plus particulierement, Pactivite de type colipase peut provenir d'une 
colipase ou d'un derive de celle-ci purifie ou partiellement purifie a partir de 
plantes ou d'extraits de plantes exprimant une colipase recombinante (par exempie 
la colipase pancreatique humaine) ou un derive de cette colipase. L'activite de type 
colipase , par exempie la colipase humaine peut done etre produite a partir d'une 
plante transgenique selon les methodes decrites ci-dessus pour la production de la 
lipase pancreatique. La colipase peut notamment etre co-exprimee dans la meme 
plante transgenique que la lipase pancreatique. Elle peut egalement etre exprimee 
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dans une plante differente et associee ensuite. L'activite de type colipase peut 
egalement provenir d'extraits d'origine animale. 

L'invention concerne done egalement, le cas echeant de fa^on analogue a ce 
qui est decrit pour Tactivite lipase pancreatique seion Tinvention : 

Tutilisation d'une sequence nucleotidique reconibinante contenant, d'une part, 
un ADNc codant pour une colipase de manimiferes ou pour une proteine ou un 
polypeptide derive, et d'autre pan, les elements permettant a une cellule vegetale 
de produire ia colipase, ou la proteine ou le polypeptide derive, code par ledit 
ADNc, notamment un promoteur et un terminateur de transcription reconnus par la 
machinerie transcriptionnelle des cellules vegetales, pour la transformation de 
cellules de plantes en vue de Tobtention, a partir de ces cellules, ou de plantes 
obtenues a partir de ces dernieres, d'une colipase recombinante de mammiferes, ou 
d'une proteine ou polypeptide derive, 

Tutilisation des sequences pour la co-transformation de cellules de plantes en 
vue de I'obtention, a paitir de ces cellules, ou de plantes obtenues a partir de ces 
demieres, d'une lipase pancreatique et d'une co-lipase recombinantes de 
mammiferes, ou de leur derives, 

- la sequence nucleotidique recombinante, caracterisee en ce qu'elle contient 
d'une part la sequence codante pour une colipase ou une proteine ou polypeptide 
derive et d'autre part, les elements permettant a une cellule vegetale de produire 
une colipase pancreatique ou une proteine ou polypeptide derive code par ladite 
sequence, notamment un promoteur et un terminateur de transcription reconnus 
par la machinerie transcriptionnelle des cellules vegetales, 

- la sequence nucleotidique recombinante, caracterisee en ce qu'elle contient 
d'une part les sequences codantes pour une lipase pancreatique et une colipase ou 
les proteines ou polypeptides derives et d'autre part, les elements permettant a une 
cellule vegetale de produire une lipase pancreatique et une colipase ou les proteines 
ou polypeptides derives codes par ladite sequence, notamment un promoteur et un 
terminateur de transcription reconnus par la machinerie transcriptionnelle des 
cellules vegetales. 

-un vecteur, notamment plasmide, contenant une sequence nucleotidique telle 
que definie ci-dessus, inseree en un site non essentiel pour sa replication. 

-un hote cellulaire, notamment loute bacterie telle que Agrobacterium 
tumefaciens, transforme par un vecteur tel que defmi ci-dessus, 

-un procede d'obtention de colipase recombinante, ou d'une proteine ou un 
polypeptide derive, caracterise en ce qu'il comprend: 

- la transformation de cellules vegetales, notamment a I'aide d'un hote 
cellulaire selon I'invention, lui-meme transforme par un vecteur selon I'invention, 
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de maniere a integrer dans le genome de ces cellules une sequence recombinante 
selon rinvention 

- le cas echeant, Tobtention de plantes transforniees a partir des cellules 
transformees susmentionnees, 

- la recuperation de la colipase recombinante ou de la proteine ou 
polypeptide derive produit dans lesdites cellules ou plantes transformees 
susmentionnees, notamment par extraction, suivie, le cas echeant, par une 
purification. 

-un procede de co-obtention de lipase pancreatique et de colipase 
recombinantes, ou de proteine ou polypeptides derives, caracterise en ce qu'il 
comprend: 

- la transformation de cellules vegetales, notamment a Taide d'un bote 
cellulaire selon Tinvention, lui-meme transforme par un vecteur selon IMnvention, 
de maniere a integrer dans le genome de ces cellules une sequence recombinante 
selon rinvention 

- le cas echeant, i'obtention de plantes transformees a partir des cellules 
transformees susmentionnees, 

- la recuperation de la lipase pancreatique et de la colipase recombinantes ou 
des proteines ou polypeptides derives produit dans lesdites cellules ou plantes 
transformees susmentionnees, notamment par extraction, suivie, le cas echeant, par 
une purification. 

-les plantes, on parlies de plantes, notamment fen'tlles efon ftnHs et/ou 
semences et/ou cellules de plantes, transformes genetiquement, caracterises en ce 
qu*elles contiennent une (ou plusieurs) sequence(s) nucleotidique(s) 
recombinante(s) selon I'invention, integree(s) de fa<^on stable dans leur genome ces 
plantes etant choisies notamment parmi le colza, le tabac, le mais, le pois, la 
tomate, la carotte, le ble, Torge, la pomme de terre, le soja, le tournesol, la laitue, le 
riz; la luzerne, e1 la betlerave. 

-la colipase recombinante ou proteine ou polypeptide derive caracterise en ce 
qu'elle est obtenue selon I'invention. 

-r association de lipase pancreatique et de colipase recombinantes ou 
proteine ou polypeptide derives caracterise en ce qu'elle est obtenu selon le 
procede de rinvention, 

-I'extrait vegetal a activite enzymatique tel qu'obtenu par mise en oeuvre 
d'un procede selon I'invention, caracterise en ce qu'il contient de la lipase 
pancreatique recombinante et/ou de la colipase recombinante ou les proteines ou 
polypeptides derives. 
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- les compositions pharmaceutiques, caracterisee en ce qu'elles comprennent 
une activite de type colipase pancreatique (par exemple la colipase pancreatique 
humaine), ou de ses derives, eventuellement associee a une activite de type lipase 
pancreatique (par exemple LPH), le cas echeant en association avec un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable. 

- le precede, notamment de bioconversion enzymatique, ou de biocatalyse, 
par mise en oeuvre d'une ou plusieurs reactions enzymatiques dans le domaine 
industries agro-alimentaire ou agro-industriel, notamment dans I'lndustrie des 
corps gras, de la lipochimie et Tindustrie laitiere, ces reactions enzymatiques etant 
efFectuees au moyen de plantes, ou parties de plantes, notamment feuilles et/ou 
fruits et/ou semences et/ou cellules de plantes, transformes genetiquement, selon 
I'invention, d'une activite de type colipase pancreatique (par exemple la colipase 
pancreatique humaine), ou des polypeptides derives eventuellement associee a une 
activite de type lipase pancreatique (par exemple LPH), 

- les preparations enzymatiques a destination industrielle, agro-alimentaire ou 
agro-industrielle comprenant un (ou plusieurs) extrait(s) vegetal (vegetaux) a 
activite enzymatique selon Tinvention, et/ou une colipase pancreatique purifiee ou 
partiellement purifiee (par exemple la colipase pancreatique humaine), ou des 
polypeptides derives eventuellement associee a une activite de type lipase 
pancreatique (par exemple LPH), 

- Tutilisation de plantes, ou parties de plantes, notamment feuilles et/ou fruits 
et/ou semences et/ou cellules de plantes, transformes genetiquement, selon 
rinvention et exprimant une activite de type colipase pancreatique (par exemple la 
colipase pancreatique humaine), ou des polypeptides derives eventuellement 
associee a une activite de type lipase pancreatique (par exemple LPH), pour la mise 
en oeuvre, a I'echelle industrielle, de reactions de bioconversions enzymatiques, ou 
de biocatalyses, telles que hydrolyses, ou trans-esterifications enzymatiques, 

- le procede de biocatalyse utilisant des plantes, ou parties de plantes, 
notamment feuilles et/ou fruits et/ou semences et/ou cellules de plantes, 
transformes genetiquement, selon Tinvention, lesdites plantes, ou fragments, ou 
cellules, ou semences, etant utilisees a la tbis en tant que source d'une activite de 
type colipase pancreatique (par exemple la colipase pancreatique humaine 
eventuellement associee a une activite de type lipase pancreatique (par exemple 
LPH) et substrat reactionnel. 

- Tutilisation de plantes, ou parties de plantes, notamment feuilles et/ou fruits 
et/ou semences et/ou cellules de plantes, transformes genetiquement, selon 
rinvention et exprimant une activite de type colipase pancreatique (par exemple la 
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colipase pancreatique humaine eventuellemeni associee a une activiie ae type lipase 
pancreatique (par exemple LPH), pour I'obtention de biocarburants. 

- le precede d'obtention de biocarburant par addition d'alcool, notamment de 
methanol ou d'ethanol, a un broyat de tout ou paitie de plantes, transformees 
genetiquement selon la Tinvention et/ou d'une activite de type colipase 
pancreatique (par exemple la colipase pancreatique humaine) eventuellemeni 
associee a une activite de type lipase pancreatique (par exemple LPH), et 
recuperation de biocarburant, notamment par filtration. 

EXEMPLES 

1. CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT LA LIPASE 
PANCREATIQUE RECOMBINANTE HUMAINE (LPH) ET PERMETTANT 
UNE EXPRESSION DANS LES FEUILLES ET GRAINES DE SOLANACEES. 

I.l. CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT LA 
LPH RECOMBINANTE ET PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS LE 
TABAC 

L*expression dans les feuilles et les graines de tabac du gene codant pour la 
lipase pancreatique humaine (LPH) a necessite les sequences regulatrices suivantes: 

1. le promoteur constitutif double 35S (Pd35S) du CaMV (virus de la 
mosaique du chou-fleur). 

II correspond a une duplication des sequences activant la transcription situees 
en amont de I'element TATA du promoteur 35S nature! (Kay el al.^ 1987); 

2. la sequence terminatrice de transcription, terminateur polyA 35S, qui 
correspond a la region 3' non codante de la sequence du virus a ADN bicatenaire 
circulaire de la mosaique du chou-tleur produisant le transcrit 35S . 

Les constructions des differents plasmides via Tutilisation de techniques 
d'ADN recombinant derivent de pBIOC4. Ce plasmide binaire derive de pGA492 
(An et al, 1986) qui contient entre les bordures droite et gauche; issues du 
plasmide pTiT37 (XAgrohacterium tvmefacieus^ sur son ADN de transfert, les 
sequences suivantes: 

le promoteur constitutif du gene NOS de la nopaline synthase, la sequence 
codante du gene nptll codant pour la neomycine phosphotransferase II deletee de 
la region des 8 premiers codons dont le codon initiateur methionine ATG et 
fiisionnee a la sequence des 14 premiers codons de la sequence codante du gene 
nos, la sequence codante du gene nos depourvue de la region des 14 premiers 
codons, le terminateur nos, une region contenant des sites multiples de clonage 
(encore designee polylinker) {Hindlll-Xbal-SacI-Hpal-KpnI-Clal-Bglll) precedant 
le gene cat codant pour la chloramphenicol et les sequences terminatrices du gene 
6 du plasmide pTiA6 d'Agrohacferium tumefactens (Liu ei ai^ 1993). Pour 
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eliminer la quasi-totalite de la sequence codante du gene cat, le plasmide pGA492 a 
ete doublement digere par Sad (site de restriction du polylinker) et par Seal (site 
de restriction present dans la sequence du gene cat) puis soumis a Taction de 
Tenzyme T4 DNA polymerase (New England Biolabs) selon les recommandations 
du fabricant. La ligation du plasmide modifie (20 ng) a ete realisee dans un milieu 
reactionnel de 10 nl contenant 1 \x\ du tampon T4 DNA ligase x 10 (Amersham); 
2,5 U d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a I4°C pendant 16 heures. Les 
bacteries Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, ont ete 
transformees (Hanahan et a!., 1983), LADN plasmidique des clones obtenus, 
selectionnes sur 12 |ig/ml tetracycline, a ete extrait selon la methode de la lyse 
alcaline et analyse par digestion enzymatique par des enzymes de restriction. Puis, 
le site de restriction Hindlll de TADN plasmidique du clone retenu a ete modifie en 
un site de restriction EcoRI a I'aide d'un adaptateur Hindlll-EcoRI phosphoryle 
(Stratagene Cloning Systems). Pour realiser cette modification, 500 ng d'ADN 
plasmidique du clone retenu ont ete digeres par Hindlll, dephosphoryles par 
I'enzyme phosphatase alcaline d*intestin de veau (Boehringer Mannheim) selon les 
recommandations du fabricant et coprecipites en presence de 1500 ng d*ADN 
adaptateur Hindlll-EcoRI, 1/10 volume d'acetate de sodium 3M pH 4,8 et 2,5 
volumes d'ethanol absolu a -SOX pendant 30 min. Apres centrifugation a 12000 g 
pendant 30 min., TADN precipite a ete lave a I'ethanol 70%, seche, repris dans 8 jil 
d*eau, porte a 65''C pendant 10 min., puis ligue en presence de 1 |il de tampon T4 
DNA ligase x 10 (Amersham) et 2,5 U d*enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 
14°C pendant 16 heures. Apres inactivation de la T4 DNA ligase a 65^C pendant 
10 min., le melange reactionnel de ligation a ete digere par EcoRI, purifie par 
electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, precipite en presence de I/IO de volume de 
3M acetate de sodium pH 4,8 et de 2,5 volumes d'ethanol absolu a -80°C pendant 
30 min., centrifuge a 12000 g pendant 30 min., lave a Tethanol 70%, seche, puis 
ligue comme decrit ci-dessus. Les bacteries Esclicrichia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, ont ete transformees (Hanahan, 1983). L'ADN 
plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 12 Mg/""*' tetracycline, a ete extrait 
selon la methode de la lyse alcaline et analyse, par digestion enzymatique par 
Hindlll et EcoRI notamment. Le plasmide binaire resultant, qui ne possede plus 
que les 9 derniers codons de la sequence codante du gene cat et dont le site EcoRI 
est unique, a ete appele pBIOC4. 

La cassette d'expression, constitute du promoteur Pd35S et du terminateur 
polyA 35S, a ete isolee a partir du plasmide p.llTI63A. Le plasmide pJIT163A 
derive du plasmide pJIT163 qui derive lui-meme du plasmide pJIT60 (Guerineau et 
Mullineaux, 1993). Le plasmide pJITI63 possede un codon ATG entre les sites 
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Hindlll et Sail du polylinker. Pour supprimer cet ATG et obtenir le plasmide 
pJIT163A, TADN plasmidique pJIT163 a ete digere doublement par Hindlll et 
Sail, purifie par electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, electroelue, precipite en 
presence de 1/10 de volume de 3M acetate de sodium pH 4,8 et de 2,5 volumes 
5 d'ethanol absolu a -80°C pendant 30 min., centrifuge a 12000 g pendant 30 min., 

lave a Tethanol 70%, seche, soumis a Taction de I'enzyme Klenow (New England 
Biolabs) selon les recommandations du fabricant, deproteinise par extraction avec 
1 volume de phenol: chloroforme: alcool isoamylique (25:24:1) puis I volume de 
chloroforme: alcool isoamylique (24:1), precipite en presence de 1/10 volume de 

10 3M acetate de sodium pH 4,8 et de 2,5 volumes d'ethanol absolu a -80''C pendant 

30 min., centrifuge a 12000 g pendant 30 min., lave a I'ethanol 70%, seche, et 
enfm, ligue en presence de 1 |al du tampon T4 DNA ligase x 10 (Amersham) et 2,5 
U d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 14°C pendant 16 heures. Les bacteries 
Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, ont ete transformees 

15 (Hanahan, 1983). L*ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 50 

|ag/ml ampicilline a ete extrait selon la methode de la lyse et analyse par digestion 
enzymatique par des enzymes de restriction. Pour isoler la cassette d'expression 
constituee du promoteur Pd35S et du terminateur polyA 35S (fragment Sacl- 
Xhol), I'ADN plasmidique du clone pJIT163A retenu a ete digere par Sad et XhoL 

20 Le fragment Sacl-Xhol, portant la cassette d'expression a ete purifie par 

electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, electroelue . precipite en presence de 1/10 
de volume de 3M acetate de sodium pH 4,8 et de 2,5 volumes d'ethanol absolu a - 
80X pendant 30 min., centrifuge a 12000 g pendant 30 min., lave a Tethanol 70%, 
seche, puis soumis a Taction de Tenzyme Mung Bean Nuclease (New England 

25 Biolabs) selon les recommandations du fabricanl. Cet insert purifie (200 ng) a ete 

clone dans I'ADN plasmidique de pBIOC4 (20 ng) digere par EcoRI, traite par 
Tenzyme Mung Bean Nuclease et depliosphoiyle par Tenzyme phosphatase alcaline 
d'intestin de veau (Boehringer Mannheim) selon les recommandations du fabricant. 
La reaction de ligation a ete effectuee dans 20 ^il en presence de 2 jil de tampon T4 

30 DNA ligase x 10 (Amersham), de 2 |.il de 50% polyethylene glycol 8000 et de 5 U 

d*enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a 14°C pendant 16 heures. Les bacteries 
Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, ont ete transformees 
(Hanahan, 1983). L*ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 12 
lil/ml tetracycline, a ete extrait selon la methode de la lyse et analyse par digestion 

35 enzymatique par des enzymes de restriction. Le plasmide resultant a ete appele 

pBl6C21. 
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La lipase pancreatique humaine (LPH) est naturellement synthetisee sous 
forme d*un precurseur de 465 acides amines. La proteine mature LPH est 
constituee de 449 acides amines. 

lAA. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE CONTENANT PS- 

LPH. 

Le plasmide contenant le cDNA complet codant pour la LPH a ete digere 
afin de supprimer la sequence codant le peptide signal de la LPH constitue de 16 
acides amines, Cette sequence a ete remplacee par celle codant pour le peptide 
signal PS de la sporamine A de patate douce (Murakami ef at., 1986; Matsukoa et 
Nakamura, 1991) de 23 acides amines iA7G AAA GCX' TIC ACA CTC GCT CTC 
TTC TTA GCT C7T TCC CTC 7 A T C7C CTG r YT A A I' CCA GCC CA T TCC) 
en suivant le protocole d*ampIification PGR decrit ci-dessus dans le paragraphe I. 

Apres digestion enzymatique, les fragments d'ADN issus de rampHfication 
PCR ont ete purifies par electrophorese sur ge! d'agarose 2%, electroelues , 
precipites en presence de 1/10 de volume de 3M acetate de sodium pH 4,8 et de 
2,5 volumes d'ethanol absolu a -80°C pendant 30 min., centrifuges a 12000 g 
pendant 30 min., laves a I'ethanol 70%, seches, puis ligues a TADN plasmidique 
digere, purifie par electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, electroelue (Sambrook et 
aL, 1989), soumis a la precipitation alcoolique, seche et dephosphoryle par 
Tenzyme phosphatase alcaline d'intestin de veau (Boehringer Mannheim) selon les 
recommandations du fabricant. La ligation a ete realisee selon le procede decrit 
dans a 14°C pendant 16 heures. Les bacteries Escherichia co/i DH5a rendues 
prealablement competentes, ont ete transformees (Hanahan, 1983). L*ADN 
plasmidique des clones obtenus, a ete extrait selon la methode de la lyse alcaline et 
analyse par digestion enzymatique par des enzymes de restriction. L'ADN 
plasmidique de certains clones retenus a ete verifiee par sequengage a I'aide du kit 
de sequengage T?^'^'^ commercialise par Pharmacia selon la methode des 
didesoxynucleotides. 

Les sequences du PS et de LPH mature ont ete donees en maintenant leurs 
phases de lecture ouverte. La sequence de clivage entre les sequences du PS et de 
LPH mature est Ser-Lys. A partir du plasmide resultant, le fragment portant la 
sequence de PS-LPH a ete isole par digestion enzymatique, purifie par 
electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, electroelue , precipite a alcool, seche. Puis, 
ce fragment d'ADN traite a ete ligue a TADN plasmidique -de pBIOC21 digere, 
traite et dephosphoryle par I'enzyme phosphatase alcaline d'intestin de veau 
(Boehringer Mannheim) selon les recommandations du fabricant. La ligation, la 
transformation des bacteries Escherichia co/i DH5a rendues prealablement 
competentes, I'analyse de TADN plasmidique des clones obtenus et la sequence 
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nucleotidique du fragment codant pour la proteine recombinante PS~LPH ont ete 
realisees comme decrit precedemment. L'ADN plasmidique du vecteur binaire a ete 
introduit par transformation directe dans la souche LBA4404 d^Agiobacterhim 
tumefaciem selon le precede de Holsters et al. (1978). 

1.1.2. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE CONTENANT PPS- 

LPH. 

Le plasmide contenant le cDNA complet codant pour la LPH a ete digere 
afm de supprimer la sequence codant le peptide signal de la LPH constitue de 16 
acides amines. Cette sequence a ete remplacee par celle codant pour le peptide 
signal PPS de la sporamine A de patate douce (Murakami el al., 1986; Matsukoa 
et Nakamura, 1991) de 37 acides amines {ATG AAA GCC TfC ACA CTC GCT 
CTC TTC TTA GCT CIT TCC CTC TAT CTC CTC CCC AAT CCA GCC CAT 
TCCAGG TTCAATCCCATC CGC CTC CCC ACC ACA CAC GAA CCC GCC) 
en suivant le protocole d'amplification PGR decrit ci-dessus dans le paragraphe L 

Les fragments d'ADN issus de I'amplification PGR ont ete traites de fa9on 
similaire a celle decrite en I.l . 1. 

Les sequences du PPS et de LPH mature ont ete donees en maintenant leurs 
phases de lecture ouvertes. La sequence de clivage entre les deux sequences est 
Ala-Lys. Le plasmide resultant est traite comme decrit en 1. 1 . 1 . 

UADN plasmidique du vecteur binaire a ete introduit par transformation 
directe dans la souche LBA4404 d'A^rohacicrium ntmefaciens selon le procede de 
Holsters et oL (1978). 

L1.3. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE CONTENANT 
PSLGL-LPH. 

La lipase gastrique de lapin est synthetisee sous forme d'un precurseur 
compose d'un peptide signal de 22 acides amines, situe a Textremite NH2-terminale 

et precedant la sequence polypeptidique de la lipase mature, le clone pJOlOl 
contenant I'ADNc complet codant pour la lipase gastrique de lapin est decrit dans 
la demande de brevet europeen EP542629 

Le plasmide contenant le cDNA complet codant pour la LPH a ete digere 
afm de supprimer la sequence codant pour le peptide signal de la LPH constitue de 
16 acides amines. Cette sequence a ete remplacee par celle codant pour le peptide 
signal de la lipase gastrique de lapin constitute des 22 acides amines suivants: 
MWVLFMVAALLSALGTTHGLFG {ATG TGG GTG CIT TTC ATG GTG GCA 
GCT TTG CTA TCT GCA CTT GGA ACT ACA CA T GGT CTT TTT GGA) en 
suivant le protocole d'amplification PGR decrit ci-dessus dans le paragraphe L 

Les fragments d*ADN issus de I'amplification PGR ont ete traites de fa9on 
similaire a celle decrite en 1 1 1. 
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Les sequences du PSLGL et de la LPH mature ont ete donees en 
maintenant leurs phases de lecture ouveiles (c'est-a-dire, de telle sorte qu*elles 
constituent une phase ouverte de lecture unique). La sequence de clivage entre les 
sequences PSLGL et LPH mature est Gly-Lys. Le plasmide resultant est traite 
comma decrit en I.A.a. 

L'ADN plasmidique du vecteur binaire a ete introduit par transformation 
directe dans la souche LBA4404 A'Agrobacterhnv ntmefaciens selon le procede de 
Holsters a/. (1978). 

L1.4. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE CONTENANT 
PSLPH-LPH. 

Le plasmide contenant le cDNA complet codant pour la LPH (465 acides 
amines) comprend le peptide signal PSLPH de 16 acides amines {ATG CTG CCA 
CTTTGGACTCrrrCA CTG CTG CTG GGA GCA GTA GCA GGA). 

Le fragment d'ADN poiiant le cDNA complet codant pour la LPH a ete 
traite de fa9on similaire a celle decrite en 1 1 1. 

La sequence de clivage entre les deux sequences codant pour PSLPH et 
LPH est GLy-Lys. 

L'ADN plasmidique du vecteur binaire a ete introduit par transformation 
directe dans la souche LBA4404 d'Ai^rohac/ennni tnmefaciens selon le procede de 
Holsters e/ a/. (1978). 

L2. CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT POUR 
LA LPH RECOMBTNANTE ET PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS 
LA TOMATE, 

Les constructions utilisees sont les memes que celles citees pour la 
transformation genetique du tabac. 

II. CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT POUR LA 
PROTEINE RECOMBINANTE DE COLIPASE PANCREATIQUE HUMAINE 
(COLPH) ET PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS LES FEUILLES ET 
GRAINES DE SOLANACEES. 

ILL CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT POUR 
LA COLPH RECOMBINANTE ET PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS 
LE TABAC 

Lexpression dans les feuilles et les graines de tabac du gene codant pour la 
colipase pancreatique humaine (COLPH) a necessite les sequences regulatrices 
decrites dans le cas de la lipase pancreatique humaine en L 1. 

Le plasmide binaire pBIOC2 1 decrit en L 1. est egalement utilise. 



wo 98/17807 PCT/FR97/01862 

La colipase pancreatique humaine (COLPH) est naturellement synthetisee 
sous forme d*un precurseur de 1 12 acides amines. La proteine mature COLPH est 
constituee de 95 acides amines. 

ILLL CONSTRUCTION DU PLASM IDE BINAIRE CONTENANT 
5 PSLGL-COLPH. 

La lipase gastrique de lapin est synthetisee sous fonne d'un precurseur 
compose d'un peptide signal de 22 acides amines, situe a Textremite NH2-terminale 

et precedant la sequence polypeptidique de la lipase mature, le clone pJOlOl 
contenant TADNc complet codant pour la lipase gastrique de lapin est decrit dans 

10 ia demande de brevet europeen EP542629 

Le plasmide contenant le cDNA complet codant pour la COLPH a ete 
digere afm de supprimer la sequence codant le peptide signal de la COLPH 
constitue de 17 acides amines. Cette sequence a ete remplacee par celle codant 
pour le peptide signal de la lipase gastrique de lapin constituee des 22 acides 

15 amines suivants: MWVLFMVAALLSALGTTHGLFG {A '/'(} TGG GTG CIT TfC 

ATG GTG GCA GCT TIG CTA TCT GCA ClTCKiA ACT ACA CAT GGT CTT 
TTT GGA) en suivant le protocole d'amplification PCR decrit ci-dessus dans le 
paragraphe I. 

Les fragments d'ADN issus de I'amplification PCR ont ete traites de fa^on 
20 simiiaire a celle decrit e en I. ! . 1 . 

Les sequences du PSLGL et de la COLPH mature ont ete donees en 
maintenant leurs phases de lecture ouvertes {c*est-a-dire, de telle sorte qu'elles 
constituent une phase ouverte de lecture unique). La sequence de clivage entre les 
sequences PSLGL et COLPH mature est Gly-Ala. Le plasmide resultant est traite 
25 comme decrit en L 1 . L 

UADN plasmidique du vecteur binaire a ete introduit par transformation 
directe dans la souche LBA4404 d'Ai^rohctc/cmuif nimefacietis selon le procede de 
Holsters a/. (1978). 

II. L2. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE CONTENANT 
30 PSCOLPH-COLPH. 

Le plasmide contenant le cDNA complet codant pour la COLPH (112 acides 
amines) comprend le peptide signal PSCOLPH de 17 acides amines {ATG GAG 
AAGATC CTGATC CTC CTG CTTGTC GCC CTC TCT GTG GCC TATGCA). 
Le fragment d*ADN portant le cDNA complet codant pour la COLPH a ete 
35 traite de fafon simiiaire a celle decrite en 1.1.1. 

La sequence de clivage entre les deux sequences codant pour PSCOLPH et 
COLPH est Ala-Lys. 
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L'ADN plasmidique du vecieur binaire a ete introduit par transformation 
directe dans la souche LBA4404 d*Agrohac/ennn? inmefaciens selon le procede de 
Holsters el aL (1978). 

III. CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES COD ANT LA 
LIPASE PANCREATIQUE RECOMBINANTE HUMAINE (LPH) ET 
PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS LES GRATNES DE COLZA. 

III. 1.1. CONSTRUCTION DU PLASM IDE BINAIRE CONTENANT 
LE PROMOTEUR PCRU 

La production dans les graines de colza de la lipase pancreatique humaine 
(LPH) a necessite Tinsertion de TADNc codant pour la LPH entre les sequences 
regulatrices suivantes: 

1. le promoteur PCRU correspondant a la region 5' non codante du gene de 
la proteine de reserve de graines, la CRUCI FERINE A de radis (Depigny-This et 
aL, 1992) et permettant une expression specifique dans les graines; 

2. la sequence terminatrice de transcription, lerininateur polyA 35S, qui 
correspond a la region 3' non codante de la sequence du vims a ADN bicatenaire 
circulaire de la mosaique du chou-fleur produisant le transcrit 35S . 

Pour obtenir un plasmide binaire similaire a pBIOC21 mais dont le 
promoteur Pd35S a ete remplace par le promoteur PCRU, le fragment "EcoRI 
traite a la Klenow-BamHI", contenant le promoteur PCRU a ete isole a partir du 
plasmide pBI221-CRURSP derivant de pB1221 (commercialise par Clontech) par 
remplacement du promoteur 35S par le promoteur PCRU. 

Le fragment "EcoRI traite a la Klenow-BamHI" portant le promoteur PCRU 
a ete purifie par electrophorese sur gel d'agarose 0,S%, electroelue (Sambrook et 
oL, 1989), soumis a la precipitation alcoolique, seche et ligue a I'ADN plasmidique 
de pJIT163 (decrit dans le paragraphe 1.), digere par Kpnl, traite a la T4 DNA 
Polymerase (New England Biolabs) selon les recommandations du fabricant, puis 
digere par BannHI, purifie par electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, electroelue 
(Sambrook et a/., 1989), soumis a la precipitation alcoolique, seche et 
dephosphoryle par I'enzyme phosphatase alcaline d'intestin de veau (Boehringer 
Mannheim) selon les recommandations du fabricant. La ligation a ete realisee avec 
20 ng du vecteur dephosphoryle decrit ci-dessus ei 200 ng de fragments d*ADN 
"EcoRI traite a la Klenovz-BamHI" dans un milieu reactionnel de 20 pi en presence 
de 2 |al de tampon T4 DNA ligase x 10 (Amersham), de 2 pi de 50% polyethylene 
glycol 8000 et de 5 U d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a M'^C pendant 16 
heures. Les bacteries Eschenchia coli DH5a rendues prealablement competentes, 
ont ete transformees (Hanahan, 1983). L'ADN plasmidique des clones obtenus, 
selectionnes sur un milieu contenant 50 pg/ml d'ampicilline, a ete extrait selon la 
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methode de la lyse et analyse par digestion enzymatique par des enzymes de 
restriction. Le plasmide resultant a ete appele pB10C27. 

La cassette d'expression, constituee du pronioteur PCRU et du terminateur 
polyA 35S a ete isolee a partir de pBIOC27 par digestion totale Xhol suivie d'une 
digestion partielle EcoRI. EUe a ete purifiee par electrophorese sur gel d*agarose 
0,8%, electroeluee, soumise a la precipitation alcoolique, sechee, . traitee a la 
Klenow (New England Biolabs) selon les recommandations du fabricant et liguee a 
TADN plasmidique de pBIOC4 au site EcoRI traite a la Klenow et dephosphoryle 
par Tenzyme phosphatase alcaline d'intestin de veau (Boehringer Mannheim) selon 
les recommandations du fabricant. La ligation a ete realisee avec 20 ng du vecteur 
dephosphoryle decrit ci-dessus et 200 ng de fragments d'ADN XhoI-EcoRI decrits 
ci-dessus dans un milieu reactionnel de 20 en presence de 2 |il de tampon T4 
DNA ligase x 10 (Amersham), de 2 ^il de 50% polyethylene glycol 8000 et de 5 U 
d'enzyme T4 DNA ligase (Amersham) a I4°C pendant 16 heures. Les bacteries 
Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, ont ete transformees 
(Hanahan, 1983). L'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur un 
milieu contenant 12 f.ig/ml de tetracycline, a ete extrait selon la methode de la lyse 
alcaline et analyse par digestion enzymatique par des enzymes de restriction 
appropries. Le plasmide resultant a ete appele pBIOC28. 

IILL2. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE CONTENANT 
PSLPH-LPH. 

Le fragment portant la sequence PSLPH-LPH a ete ligue a I'ADN 
plasmidique de pBIOC28 digere, traite et dephosphor\'le par I'enzyme phosphatase 
alcaline d'intestin de veau (Boehringer Mannheim) selon les recommandations du 
fabricant. 

La ligation, la transformation des bacteries Escherichia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, I'analyse de lADN plasmidique des clones obtenus et 
la sequence nucleotidique du fragment codant pour la proteine recombinante 
PSLPH-LPH ont ete realisees comme decrit precedemment. LADN plasmidique 
du vecteur binaire a ete introduit par transformation directe dans la souche 
LBA4404 A'Agrohacicrium /imiefaciens selon le procede de Holsters et al. (1978). 

IV. CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT LA 
COLIPASE PANCREATIQUE RECOMBINANTE HUMAINE (COLPH) ET 
PERjMETTANT UNE EXPRESSION DANS LES GRAINES DE COLZA. 

IV.l.l. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE CONTENANT 
PSCOLPH-COLPH SOUS CONTROLE DU PROMOTEUR PCRU. 

Le fragment portant la sequence PSCOLPH-COLPH a ete iigue a TADN 
plasmidique de pBIOC28 digere, traite et dephosphoryle par I'enzyme phosphatase 
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alcaline d'intestin de veau (Boehringer Mannheim) selon les recommandations du 
fabricant. 

La ligation, la transformation des bacteries llscherfchia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, Tanalyse de I'ADN plasmidique des clones obtenus et 
la sequence nucleotidique du fragment codant pour la proteine recombinante 
PSCOLPH-COLPH ont ete realisees comme decrit precedemment. L*ADN 
plasmidique du vecteur binaire a ete introduit par transformation directe dans la 
souche LBA4404 d^Agrohacfenuw turnefaciens selon le procede de Holsters ei al. 
(1978). 

V. CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT LA 
LIPASE PANCREATIQUE RECOMBINANTE HUMAINE (LPH) ET 
PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS LES SEMENCES DE MAIS. 

V.Ll. CONSTRUCTION DE PLASMIDES CONTENANT PSLPH- 
LPH ET PERMETTANT UNE EXPRESSION CONSTITUTIVE DANS LES 
SEMENCES DE MAIS. 

Lexpression constitutive dans les semences de mais de la sequence 
nucleotidique animale codant pour la lipase pancreaiique humaine (LPH) a 
necessite les sequences regulatrices suivantes : 

1. un des deux promoteurs permettant une expression constitutive : 

- promoteur actine de riz suivi de I'intron actine de riz (PAR-IAR) contenu 
dans le plasmide pAct 1 -F4 decrit par McElroy et al. ( 1 99 1 ) ; 

- promoteur constitutif double 35S (Pd35S) du CaMV (virus de la mosaique 
du chou-fleur). U correspond a une duplication des sequences activant la 
transcription situees en amont de I'element TATA du promoteur 35S naturel (Kay 
e/a/., 1987); 

2. un des deux terminateurs : 

- la sequence terminatrice de transcription, terminateur polyA 35S, qui 
correspond a la region en 3' non codante de la sequence du virus a ADN 
bicatenaire circulaire de la mosaique du chou-tleur produisant le transcrit 35S; 

- la sequence terminatrice de transcription, terminateur poiyA NOS, qui 
correspond a la region en 3* non codante du gene de la nopaline synthase du 
plasmide Ti d'Agrohacterium Inmefacicns souche a nopaline . 

Le plasmide ou la sequence codant pour PSLPH-LPH est placee sous 
controle de PAR-IAR a ete obtenu par clonage du fragment portant la sequence 
codant pour PSLPH-LPH dans pBSII-PAR-1 AR-TNOS. 

Le fragment portant la sequence codant pour PSLPH-LPH a ete isole par 
digestion enzymatique, purifie par electrophorese sur gel d'agarose 0,8%, 
electroelue, soumis a la precipitation alcoolique, seche, puis traite. Le plasmide 



wo 98/17807 PCT/FR97/01862 

pBSII-PAR-IAR-tNOS a ete digere, purifie, traite et dephosphoryie par Tenzyme 
phosphatase alcaline de veau (Boehringer Mannheim) selon les recommandations 
des fabricants. La ligation, la transforniation des bacteries Escherichia coli DH5a 
rendues prealablement competentes, I'analyse de I'ADN plasmidique des clones 
obtenus et la sequence nucleotidique du fragment codant pour la proteine 
recombinante PSLPH-LPH ont ete realisees comme decrit precedemment. 

Le plasmide pBSII-PAR-IAR-TNOS resulie du clonage aux sites "Eco0109I 
traite a la Klenow et Kpnl" de pBSII-TNOS du fragment SnaBI-Kpnl portant la 
sequence correspondant a "PAR-IAR-debut de la sequence codante pour le gene 
gus" isole a partir du plasmide pActl-F4. La ligation, la transformation des 
bacteries Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, I'analyse de 
VADN plasmidique des clones obtenus ont ete realisees comme decrit 
precedemment. 

Le plasmide pBSII-TNOS a ete obtenit par clonage au site EcoRV 
dephosphoryie de pBSIISK+ commercialise par Siratagene, du fragment Sacl- 
EcoRI portant la sequence TNOS isole a partir de pBI121 commercialise par 
Clontech par double digestion enzymatique par Sac! et EcoRV, soumis a une 
purification par electrophorese sur gel d'agarose a 2%, et traite a I'enzyme T4 DNA 
polymerase. La ligation, la transformation des bacteries Escherichia coli DH5a 
rendues prealablement competentes, I'analyse de I'ADN plasmidique des clones 
obtenus ont ete realisees comme decrit precedemment. 

Le plasmide ou la sequence codant pour PSLPH-LPH est placee sous 
controle de Pd35S a ete obtenu par clonage aux sites "Kpnl et BamHI" du 
plasmide pBSII-T35S du fragment portant la sequence correspondant a 'Td35S- 
PSLPH-LPH" isole. La ligation, la transformation des bacteries Escherichia coli 
DH5a rendues prealablement competentes, I'analyse de I'ADN plasmidique des 
clones obtenus ont ete realisees comme decrit precedemment. 

Le plasmide pBSIl-T35S a ete obtenu par clonage au site Spel traite a la 
Klenow, dephosphoryie du plasmide pBSIlSK+ commercialise par Stratagene, du 
fragment SmaLEcoRV portant la sequence T35S isole a partir de pJIT163 (decrit 
ci~dessus) par double digestion enzymatique par Smal et EcoRV, soumis a une 
purification par electrophorese sur gel d'agarose a 2%. La ligation, la 
transformation des bacteries Escherichia coli DH5a rendues prealablement 
competentes, Tanalyse de I'ADN plasmidique des clones obtenus ont ete realisees 
comme decrit precedemment. 

V.L2. CONSTRUCTION DE PLASMIDES CONTENANT PSLPH- 
LPH ET PSLPH-LPH-KDEL RESPECTIVEMENT ET PERMETTANT UNE 
EXPRESSION DANS L'ALBUMEN DES SEMENCES DE MAIS. 
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L'expression dans I'albumen des semences de mals du gene codant pour la 
lipase pancreatique humaine (LPH) a necessite les sequences regulatrices suivantes 



1. le promoteur du gene de zeine de mais (Pvzeine) contenu dans le plasmide 
p63 decrit dans Reina et al., 1990. Le plasmide p63 resulte du clonage de Pyzeine 
aux sites Hindlll et Xbal d'un plasmide pUClS renfermant, entre ses sites Hindlll 
et EcoRI, la cassette d*expression "P35S-gus-TNOS" de pBI221 commercialise par 
Clontech. II permet une expression dans I'albumen des semences de mais. 

2. la sequence terminatrice de transcription, terminateur polyA NOS, qui 
correspond a la region en 3* non codante du gene de la nopaline synthase du 
plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens souche a nopaline . 

Le plasmide ou la sequence codant pour PSLPH-LPH est placee sous 
controle du Pyzeine, a ete obtenu par clonage dans le plasmide p63 du fragment 
portant la sequence codant pour PSLPH-LPH. La ligation, la transformation des 
bacteries Escherichia co/i DH5a rendues prealablenient competentes, I'analyse de 
TADN plasmidique des clones obtenus oni ete realisees comme decrit 
precedemment. 

Dans ce plasmide, la sequence codani pour le tetrapeptide KDEL a ete 
introduite en amont du codon STOP pour permettre un adressage dans le reticulum 
endoplasmique. 

VL CONSTRUCTION DE GENES CHIMERIQUES CODANT LA 
COLIPASE PANCREATIQUE RECOMBINANTE HUMAINE (COLPH) ET 
PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS LES SEMENCES DE MAIS. 

VI. 1. 1. CONSTRUCTION DE PLASMIDES CONTENANT 
PSCOLPH-COLPH ET PERMETTANT UNE EXPRESSION CONSTITUTIVE 
DANS LES SEMENCES DE MAIS. 

L'expression constitutive dans les semences de mais de I'ADNc codant 
pour la colipase pancreatique humaine (COLPH) a necessite les sequences 
regulatrices decrites en V. 1 . 1. 

Le plasmide ou la sequence codant pour PSCOLPH-COLPH est placee sous 
controle de PAR-IAR a ete obtenu par clonage du fragment portant la sequence 
codant pour PSCOLPH-COLPH dans pBSIl-PAR-1 AR-TNOS. 

Le fragment portant la sequence codant pour PSCOLPH-COLPH a ete isole 
par digestion enzymatique, purifie par electrophorese sur gel d'agarose 2%, 
electroelue, soumis a la precipitation alcoolique, seche, puis traite. Le plasmide 
pBSII-PAR-IAR-TNOS a ete digere, purifie, traite et dephosphoryle par I'enzyme 
phosphatase alcaline de veau (Boehringer Mannheim) selon les recommandations 
des fabricants. La ligation, la transformation des bacteries Escherichia co/i DH5a 
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rendues prealablement competentes, Tanalyse de TADN plasmidique des clones 
obtenus et la sequence nucleotidique du fragment codant pour la proteine 
recombinante PSCOLPH-COLPH ont ete realisees comme decrit precedemment. 
Le plasmide pBSII-PAR-IAR-TNOS utilise est decrit en V. 1 . 1 . 

Le plasmide ou la sequence codant pour PSCOLPH-COLPH est placee sous 
controle de Pd35S a ete obtenu par clonage aux sites "Kpnl et BamHI" du 
plasmide pBSII-T35S du fragment portant la sequence correspondant a "Pd35S- 
PSLPH-LPH" isole. La ligation, la transformation des bacteries Escherichia coli 
DH5a rendues prealablement competentes, Tanahse de I'ADN plasmidique des 
clones obtenus ont ete realisees comme decrit precedemment. 

Le plasmide pBSII-T35S a ete decrit en V. 1 . 1 . 

VL1.2. CONSTRUCTION DE PLASMIDES CONTENANT 
PSCOLPH-COLPH ET PSCOLPH-COLPH-KDEL RESPECTIVEMENT ET 
PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS UALBUMEN DES SEMENCES 
DE MAIS. 

L'expression dans l^albumen des scmences de niais de I'ADNc codant pour 
la colipase pancreatique humaine (COLPH) a necessite les sequences regulatrices 
decrites en V. L2. 

Le plasmide ou la sequence codant pour PSCOLPH-COLPH est placee sous 
controle du Pyzeine, a ete obtenu par clonage dans le plasmide p63 du fragment 
portant la sequence codant pour PSCOLPH-COLPH. La ligation, la transformation 
des bacteries Escherichia coli DH5a rendues prealablement competentes, I'analyse 
de TADN plasmidique des clones obtenus oni ete realisees comme decrit 
precedemment. 

Dans ce plasmide, la sequence codant pour le tetrapeptide KDEL a ete 
introduite en amont du codon STOP pour permettre un adressage dans le reticulum 
endoplasmique. 

VIL CONSTRUCTION D'UN PLASMIDE BINAIRE COEXPRIMANT 
LES GENES CHIMERTQUES CODANT LA LIPASE PANCREATIQUE 
HUMAINE (LPH) ET DE LA COLIPASE PANCREATIQUE HUMAINE 
(COLPH) RECOMBINANTES ET PERMETTANT UNE EXPRESSION DANS 
LES FEUILLES ET GRATNES DE SOLANACEES. 

VILL CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE DE 
COEXPRESSION pBIOC43. 

Le plasmide binaire de coexpression permet une expression de deux genes 
dans le meme vecteur binaire. 

Le plasmide binaire de coexpression derive de pBIOC2L II contient deux 
cassettes d*expression constitutes chacime d'un promoteur Pd35S et d*un 
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terminateur polyA 35S mais qui different par le polylinker separant le promoteur 
du terminateur. L*une des cassettes d'expression est celle de pBIOC21 deja decrite 
en I. L'autre cassette d'expression a ete obtenue en remplagant le polylinker 
Hindlll-BamHI-Smal-EcoRl de pJIT163D par un adaptateur Hindlll-EcoRI 
portant les sites de restriction Pad, Asci, Mlul et Hpal. Cet adaptateur a ete 
obtenu par renaturation des 2 oligodesoxynucleotides 5' AGC TGA TTA ATT 
AAG GCG CGC CAC GCG TTA AC 3' et 5' AAT TGT TAA CGC GTG GCG 
CGC CTT AAT TAA TC 3* qui sont complementaires pour leurs 28 nucleotides 3* 
terminaux. Cent jimoles de chacun de ces deux oligodesoxynucleotides ont ete 
prealablement phosphoryles par action de lOU d'enzyme T4 polynucleotide kinase 
(New England Biolabs) dans un volume reactionnei total de 10 |.il contenant 1 ^1 de 
tampon T4 polynucleotide kinase x 10 (New England Biolabs) et de 3 ^il d'ATP 
(95mM). Les deux melanges reactionnels ont ete incubes a 37°C pendant 1 heure, 
puis a 65°C pendant 20 min. lis ont ete ensuite rassembles et leur volume a ete 
complete a 500 Apres extraction avec un volume de phenol:chloroforme:alcool 
isoamylique (25:24:1) et 1 volume de chloroforme:alcool isoamylique (24:1), 50 jxl 
de 3M acetate de sodium pH6.0 ont ete ajoutes. Le melange reactionnei a ete 
incube a 80^C pendant 10 min;, puis refroidi lentement a temperature ambiante. 
UADN a ensuite ete precipite en presence de 2,5 volumes d'ethanol absolu a -80°C 
pendant 30 min., centrifuge a I4000g a 4°C pendant I heure, lave a Tethanol 70%, 
centrifuge a 14000g a 4°C pendant 10 min., seche, repris dans 10 yi\ de H20. Le 
fragment d'ADN Hindi lI-EcoRI a ensuite ete clone aux sites Hindlll-EcoRI de 
TADN plasmidique pJlTI63D prealablement dephosphoryle par Tenzyme 
phosphatase alcaline d'intestin de veau (New England Biolabs) selon les 
recommandations du fabricant. La reaction de ligation a ete effectuee dans un 
volume reactionnei de 20 ).il en presence de I U de T4 DNA ligase (Gibco-BRL) 
pour une concentration totale d'ADN de 8,5 nM avec un rapport molaire 
vecteur/insert de 1 et de 4 ^1 de tampon T4 DNA ligase x 5 (Gibco-BRL) a 25°C 
pendant 16 heures. Les bacteries, rendues prealablement competentes, ont ete 
transformees . L'ADN plasmidique des clones oblenus, selectionnes sur 100 \xg /ml 
ampicilline, a ete extrait selon la methode de la lyse alcaline et analyse par digestion 
enzymatique. Le clone resultant a ete appele pBIOC42. Sa validite a ete verifiee 
par sequengage a Taide du kit "Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing" 
commercialise par United States Biochemical (USB) selon la methode des 
didesoxynucleotides .Les conditions reactionnelles suivent les indications du 
fabricant excepte pour la denaturation et rhybridation. Le milieu reactionnei 
contenant TADN plasmidique (0,5 a 1 pmoles), Tamorce oligonucleotidique (2 



wo 98/17807 q 7^ PCT/FR97/01862 

pmoles), 10% de DMSO et le tampon reactionnel x I (USB), est incube a lOO^'C 
pendant 10 min., puis refroidi brutalement a - 80°C dans la carboglace. 

A partir de pBIOC42, le fragment codant pour la cassette d*expression 
constituee du promoteur Pd35S et du terminateur poly 35S a ete isole par double 
5 digestion par Sad et Xhol. II a ete purifie par electrophorese sur gel d'agarose 

0,75%, puis soumis a I'action du kit "Geneclean I!" commercialise par BIO 101 
selon les indications du fabricant. La ligation a ete realisee dans un volume 
reactionnel de 20 ^1 en presence de 1 U de T4 DNA ligase (Gibco-BRL) pour une 
concentration totale d'ADN de 8,5 nM avec un rapport molaire vecteur/insert de 1 

10 et de 4 ^1 de tampon T4 DNA ligase x 5 (Gibco-BRL) a 25°C pendant 16 heures. 

Les bacteries, E. coli DH5 a rendues prealablement competentes, ont ete 
transformees. L'ADN plasmidique des clones obtenus, selectionnes sur 30 \xg I ml 
de chloramphenicoK a ete extrait selon la methode de la lyse alcaline et analyse par 
digestion enzymatique. Le plasmide resultant a ete appele pBIOC75. 

15 A partir de pBIOC75, le fragment d'ADN portant la cassette d'expression 

constituee du promoteur Pd35S et du terminateur polyA 35S a ete isolee par 
digestion par KpnI. II a ete purifie par electrophorese sur gel d'agarose 0,75%, puis 
soumis a Taction du kit "Geneclean 11" commercialise par BIOlOl selon les 
indications du fabricant. Puis, ce fragment d'ADN a ete ligue a I'ADN plasmidique 

20 de pBIOC21 digere par Kpnl et dephosphoi^le par Tenzyme phosphatase alcaline 

d'intestin de veau (New England Biolabs) selon les recommandations du fabricant. 
La ligation a ete realisee dans un volume reactionnel de 20 f.il en presence de 1 U 
de T4 DNA ligase (Gibco-BRL) pour une concentration totale d'ADN de 8,5 nM 
avec un rapport molaire vecteur/insert de 1 et 4 |.il de tampon T4 DNA ligase x 5 

25 (Gibco-BRL) a 25°C pendant 16 heures. Les bacteries, E. coli DH5 a rendues 

prealablement competentes, ont ete transformees . L'ADN plasmidique des clones 
obtenus, selectionnes sur 12 ng /ml de tetracycline, a ete extrait selon la methode 
de la lyse alcaline et analyse par digestion enzymatique. Le plasmide resultant a ete 
appele pBIOC43. 

30 VII.2. CONSTRUCTION DU PLASMIDE BINAIRE COEXPRIMANT 

LES GENES CHIMERIQUES CODANT LA LIPASE PANCREATIQUE 
HUMAINE (LPH) ET DE LA COLIPASE PANCREATIQUE HUMAINE 
(COLPH) RECOMBINANTES 

Les ADNc codant pour les sequences "PSLPH-LPH" et "PSCOLPH- 

35 COLPH" ont ete donees chacune sous controle du promoteur constitutif Pd35S et 

du terminateur 35S dans le vecteur de coexpression pB10C43. 
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La ligation, la transformation des bacteries Escherichia coli DH5a rendues 
prealablement competentes, Tanalyse de TADN plasmidique des clones obtenus ont 
ete realisees comme decrit precedemment. 

VIII. EXEMPLE D'OBTENTION DE PLANTS DE COLZA 
TRANSGENIQUES. 

Les graines de colza de printemps {Brassica napus cv WESTAR ou lignees 
Limagrain) sont desinfectees pendant 40 minutes dans une solution de Domestos 
(marque deposee) a 15%. Apres 4 rin9ages a I'eau sterile, les graines sont mises a 
germer, a raison de 20 graines par pot de 7 cm de diametre et 10 cm de haut, sur 
du milieu mineral de Murashige et Skoog (Sigma M 5519) avec 30g/l de 
saccharose et solidifie avec de I'agargel a 5g/l. Ces pots sont places dans une 
chambre de culture a 26°C avec une photoperiode de I6h/8h et sous une intensite 
lumineuse de Tordre de 80 pE wt- s"' . 

Apres 5 jours de germination, les cotyledons sont preleves sterilement en 
coupant chaque petiole environ 1 mm au-dessus du noeud cotyledonaire. 

Parallelement une preculture d'A^rolKtcfemuv Uimcfaciem souche 
LBA4404, contenant les plasmides, a savoir, le plasmide pGAZE dans lequel a ete 
insere la sequence codant pour la lipase pancreatique humaine fusionnee a celle 
codant pour un signal d'adressage (PS, PPS, PSLGL, PSPHP) sous controle du 
promoteur PCRU (ou Pd35S), est realisee en erlenmeyer de 50 ml, pendant 36 h a 
28°C dans 10 ml de milieu bacterien 2YT complemente avec les antibiotiques utiles 
a la selection de la souche utilisee. 

Cette preculture sert a ensemencer a 1% une nouvelle culture bacterienne 
effectuee dans les memes conditions. Au bout de 14 h la culture est centrifugee 15 
min a 3000 g et les bacteries sont reprises dans un volume equivalent de milieu de 
germination liquide. Cette suspension est distribuee dans des boTtes de petri de 5 
cm de diametre a raison de 5 ml/boite. 

L'extremite sectionnee du petiole est immergee quelques secondes dans la 
solution d*agrobacteries ainsi preparees, puis le petiole est enfonce de quelques 
millimetres dans le milieu de regeneration. Ce milieu a la meme composition de 
base que le milieu de germination avec en plus 4 mg/1 de benzyl-amino-purine 
(BAP), phytohormone favorisant la neoformation de bourgeons, Dix explants 
(cotyledon avec petiole) sont mis en culture par boTte de petri de 9 cm de diametre 
(Greiner reference 664102). 

Apres 2 jours de coculture dans les memes conditions environnementales que 
les germinations, les explants sont repiques dans des boTtes phytatray (Sigma, 
reference PI 552) contenant le milieu precedent complemente avec un agent 
selectif 45 mg/l de sulfate de kanamycine (Sigma, reference K4000) et un 
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bacteriostatique: melange de 1/6 (en poids) de sel de potassium d'acide 
clavulanique et de 5/6 sel de sodium d'amoxicilline (Augmentin injectable) a raison 
de 600 mg/1. 

Deux fois de suite, a 3 semaines d'intervalle, les explants sont repiques 
sterilement sur du milieu neuf dans les memes conditions. 

Les bourgeons verts apparus a la fin du deuxieme ou du troisieme repiquage 
sont separes de Texplant et mis en culture individuellement dans des pots 
transparents de 5 cm de diametre et de 10 cm de haut contenant un milieu 
identique au precedent mais depourvu de BAP. Apres 3 semaines de culture la tige 
du bourgeon transforme est sectionnee et le bourgeon est repique dans un pot de 
milieu frais. Au bout de trois a quatre semaines les racines sont assez developpees 
pour permettre Tacclimatation de la plantule dans un phytotron. Les bourgeons qui 
ne sont pas verts ou enracines sont elimines. Ces plantules sont alors transplantees 
dans des godets de 7 cm de cote remplis de terreau (norme NF U44551: 40% 
tourbe brune, 30% bruyere tamisee et 30% sable) sature en eau. Apres deux 
semaines d'acclimatation en phytotron (temperature 2I°C, photoperiode 16h/8h et 
84% d'humidite relative), les plantules sont rempotees dans des pots de 12 cm de 
diametre remplis du meme terreau enrichi en engrais retard Osmocote (marque 
deposee), a raison de 4 g/1 de terreau puis transportees en serre (classe S2) regulee 
a 18®C, avec deux arrosages quotidien de 2 minutes a I'eau. 

Des Tapparition de fleurs celles-ci sont ensachees (Crispac, reference SM 
570y 300 mm*700 mm) de fa9on a empecher la fecondation croisee. 

Lorsque les siliques sont arrivees a maturite, elles sont recoltees, sechees, 
puis battues. Les graines obtenues servent au dosage de Tactivite biochimique. La 
selection de la descendance transgenique se fait par germination sur un milieu 
contenant du sulfate de kanamycine a raison de 100 a 150 mg/1 (selon les 
genotypes). Les conditions operatoires sont identiques a celles decrites ci-dessus a 
ceci pres que les germinations sont effectuees en tubes de verre avec une seule 
graine par tube. Seules les plantules developpant des racines secondaires les trois 
premieres semaines sont acclimatees en phj^otron avant d'etre passees en serre. 

IX. EXEMPLE D'OBTENTION DE PLANTS DE SOLANACEES 
TRANSGENIQUES. 

IX. L OBTENTION DE PLANTS DE TAB AC TRANSGENIQUES 

Les plants de tabac utilises pour les experiences de transformation {Nicotiana 
tabactwi var. Xanthi NC et PBD6) sont cultives /// vitro sur le milieu de base de 
Murashige et Skoog (1962) additionne des vitamines de Gamborg et ah (1968, 
Sigma reference M0404) de saccharose a 20 g/1 et d'agar (Merck) a 8 g/1. Le pH 
du milieu est ajuste a 5,8 avec une solution de potasse avant autoclavage a 120X 
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pendant 20 min. Les plantules de tabac sont repiquees par bouture des entre- 
noeuds tous les 30 jours sur ce milieu de multiplication N4S20. 

Toutes les cultures /// vitro sont realisees en enceinte climatisee, dans les 
conditions defmies ci-dessous: 

- intensite lumineuse de 30 jxE.m-^.s''; photoperiode de 16h; 

- thermoperiode de 26°C le jour, 24°C la nuit. 

La technique de transformation utilisee est derivee de celle de Horsch et aL 
(1985). 

Une preculture d'Agrohaclerium tumefaciens soiiclie LBA4404 contenant les 
plasmides est realisee durant 48h a 28°C sous agitation, dans du milieu LB 
additionne des antibiotiques adequats. La preculture est ensuite diluee au 50eme 
dans le meme milieu et cultivee dans les memes conditions. Apres une nuit, la 
culture est centrifugee (10 min., 3000 g), les bacteries sont reprises dans un 
volume equivalent de milieu MS30 (30 g/1 saccharose) liquide et cette suspension 
est diluee au lOeme. 

Des explants d'environ 1 cm2 sont decoupes a partir des feuilles des plantules 
decrites ci-dessus. lis sont ensuite mis au contact de la suspension bacterienne 
pendant Ih, puis seches rapidement sur papier Filtre et places sur un milieu de 
coculture (MS30 solide). 

Apres 2 jours, les explants sont transferes en boTtes de Petri sur le milieu de 
regeneration MS30, contenant un agent selectif, la kanamycine (200 mg/1), un 
antibiotique, Taugmentin (400 mg/l) et les hormones necessaires a induction de 
bourgeons (BAP, 1 mg/1 et ANA, OJ mg/1). Un repiquage des explants est efFectue 
sur le meme milieu apres 2 semaines de culture. Apres 2 semaines supplementaires, 
les bourgeons sont repiques en boites de Petri sur le milieu de developpement 
compose du milieu MS20 additionne de kanamycine et d'augmentin. Apres 15 
jours, les bourgeons sont repiques de moitie. Uenracinement prend environ 20 
jours, au terme desquels les plantules pen vent etre donees par bouture d'entre- 
noeuds ou sorties en serre. 

IX.2. OBTENTION DE PLANTS DE TOMATE TRANSGENIQUES. 

Les graines de tomate cv. UC82B sont sterilisees au Domestos 10% 15 min. 
et rincees 3 fois dans de Teau sterile. Le dernier ringage est efFectue pendant 10 
min. sous agitation. 

Les graines ainsi sterilisees sont mises a germer sur milieu MSSV/2 (milieu 
de base de Murashige et Skoog additionne des vitamines de Nitsch (Thomas et 
Pratt, 1981), de saccharose a 30 g/1, d'agar (Merck) a 8 g/1, pH5,9, pendant 7 ou 8 
jours en chambre climatisee (intensite lumineuse de 30 pE.m"^, s~^, photoperiode 
del6h/8h, 26°C). 
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La technique de transformation utilisee est derivee de celle de Fillatti et al. 
(1987). 

Une preculture (XAgrohacievium Uimefaciens souche LBA4404 contenant les 
plasmides est realisee pendant 24 h a 28°C sous agitation dans du milieu LB 
additionne des antibiotiques adequats. La preculture est ensuite diluee au 50eme 
dans le meme milieu et cultivee dans les memes conditions pendant une nuit. La 
DO a 600 nm est mesuree, les agrobacteries sont centrifugees (10 min, 3000 g) et 
repris dans du milieu KCMS liquide (decrit dans la publication de Fillatti et al, 
1987) de maniere a obtenir une DO a 600 nm de 0,8. 

Des ameliorations techniques ont ete apportees a certaines etapes du 
protocole de Fillatti et al. ( 1 987). 

La preculture des explants et la coculture sent realisees comme decrit par 
Fillatti et al (1987) excepte que le milieu KCMS est supplemente en 
acetosyringone (200 mM). 

Le milieu de lavage 2Z differe par I'addition de cefotaxime a 500 mg/1 au lieu 
de carbenicilline. Le milieu de developpement utilise est compose du milieu de base 
de Murashige et Skoog (Sigma MS6S99) additionne des vitamines de Nitsch, de 
saccharose a 20 g/1, de kanamycine a 50 mg/1, d*augmentin a 200 mg/1, d'ANA a 1 
mg/1 et de zeatine a 0,5 mg/L 

X. OBTENTION DE PLANTS DE N4AIS TRANSGENIQUES. 
X.l. OBTENTION ET UTILISATION DE CAL DE MAIS COMME CIBLE 
POUR LA TRANSFORMATION GENETIQUE. 

La transformation genetique du mais, quelle que soit la methode employee 
(electroporation; Agrohac/c/'ii/nf, microfibres, canon a particules), requiert 
generalement I'utilisation de cellules inditterenciees en divisions rapides ayant 
conserve une aptitude a la regeneration de plantes entieres. Ce type de cellules 
compose le cal friable embryogene (dit de type II) de maYs. 

Ces cals sont obtenus a partir d'embiyons inimatures de genotype HI II ou 
(A188 X B73) selon la methode et sur les milieux decrits par Armstrong (Maize 
Handbook; (1994) M. Freeling, V. Walbot Eds.; pp. 665-671). Les cals ainsi 
obtenus sont multiplies et maintenus par repiquages successifs tous les quinze jours 
sur le milieu d'initiation. 

Des plantules sont ensuite regenerees a paitir de ces cals en modifiant 
Tequilibre hormonal et osmotique des cellules selon la methode decrite par Vain et 
al. (1989). Ces plantes sont ensuite acclimatees en serre ou elles peuvent etre 
croisees ou autofecondees. 

X.2. UTILISATION DU CANON A PARTICULES POUR LA 
TRANSFORMATION GENETIQUE DU MAIS 



wo 98/17807 PCT/FR97/01862 
Le paragraphe precedent decrit I'obtention et la regeneration des lignees 
cellulaires necessaires a la transformation ; on decrit ici une methode de 
transformation genetique conduisant a Tintegraiion stable des genes modifies dans 
le genome de la plante. Cette methode repose sur rutiiisation d'un canon a 
particules; les cellules cibles sont des fragments de cals decrits dans le paragraphe 
1. Ces fi-agments d'une surface de 10 a 20 mm- ont ete disposes, 4 h avant 
bombardement, a raison de 16 fragments par boite au centre d'un boite de petri 
contenant un milieu de culture identique au milieu d'initiation, additionne de 0,2 M 
de mannitol + 0,2 M de sorbitol. Les plasmides portant les genes a introduire sont 
purifies sur colonne Qiagen®, en suivant les instructions du fabricant. lis sont 
ensuite precipites sur des particules de tungsten (MIO) en suivant le protocole 
decrit par Klein (1987). Les particules ainsi enrobees sont projetees vers les 
cellules cibles a I'aide du canon et selon le protocole decrit par J. Finer (1992). 

Les boites de cals ainsi bombardees sont ensuite scellees a I'aide de 
Scellofrais® puis cultivees a Tobscurite a 27°C. Le premier repiquage a lieu 24 h 
apres, puis tous les quinze jours pendant 3 mois sur milieu identique au milieu 
d'initiation additionne d'un agent selectif dont la nature et la concentration peuvent 
varier selon le gene utilise (voir paragraphe 3). Les agents selectifs utilisables 
consistent generalement en composes actifs de certains herbicides (Basta®, Round 
up®) ou certains antibiotiques (Hygromycine, Kanamycine...), 

On obtient apres 3 mois ou parfois plus tot, des cals dont la croissance n'est 
pas inhibee par I'agent selection, habituellement et majoritairement composes de 
cellules resultant de la division d'une cellule ayant integre dans son patrimoine 
genetique une ou plusieurs copies du gene de selection. La frequence d'obtention 
de tels cals est d'environ 0,8 cal par boite bombardee. 

Ces cals sont identifies, individualises, amplifies puis cultives de fa?on a 
regenerer des plantules. Afin d'eviter toute interference avec des cellules non 
transformees toutes ces operations sont menees sur des milieux de culture 
contenant I'agent selectif. 

Les plantes ainsi regenerees sont acclimatees puis cultivees en serre ou elles 
peuvent etre croisees ou autofecondees. 

XL ANALYSE DE L'EXPRESSION DE LA LIPASE PANCREATIQUE 
HUMAINE (LPH) DANS LES PLANTES DE TABAC TRANSGENIQUES. 

XLl. PROTOCOLE. 

Le protocole d'extraction de la lipase a panir de feuilles de tabac prelevees 
sur des plantes en serre est le suivant: 1 g de feuilles (poids frais) est broye dans 
Tazote liquide puis a 4°C dans 5 ml de tampon Tris-HCl 50mM pH neutre, 
additionne d'EDTA ImM et de p-mercaptoethanol lOmM, de Triton X-100 0,2% 
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et deNaCl 50mM. Le broyat total est immediatement centrifuge a 4°C pendant 15 
min a 10000 g. 

Pour les graines de tabac, Textraction est realisee a partir de 0,1 g de graines 
pour 4 ml de tampon. 

5 Uactivite lipasique est determinee a I'aide d'un pH-STAT par la methode 

titrimetrique de Gargouri el al. (1995) dans laquelle le substrat utilise est la 
tributyrine. L'emulsion de tributyrine (1 ml pour 30 ml d'emulsion) est realisee au 
vortex dans un tampon Tris-HCl 2,5mM pH 8,0, NaCI 25mM, et CaC12 5mM. Le 
dosage consiste a neutraliser Tacide butyrique libere sous Taction de la lipase par 

10 une solution de soude a un pH de consigne de 8,0 et a 37°C. Une unite lipase 

correspond a la quantite d'enzyme qui provoque la liberation d'une micromole 
d'acides gras en 1 min. a 37''C et dans les conditions optimales de pH (8,0). 

Sur le surnageant de centrifugation, un dosage des proteines totales solubles 
est realise. 

15 Un test ELISA en sandwich est egalement realise sur le surnageant de 

centrifugation avec des anticorps polyclonaux anti-LPH naturelie. 

XI. 2. EXPRESSION AVEC LES PEPTIDES SIGNAUX VEGETAUX ; 
DOSAGES SUR LES FEUILLES ET LES GRAINES DE TABAC 
TRANSFORMEES ; TEST ELISA. 

20 En utilisant les methodes de dosages appropriees connues de Thomme du 

metier, Texpression des proteines recombinantes dans les feuilles et les graines de 

tabac transformees est mesuree. 

XLS. EXPRESSION AVEC LE PEPTIDE SIGNAL DE LA LPH ; 

DOSAGE DE L'ACTIVITE LIPASE SUR LES FEUILLES DE TABAC. 
25 En utilisant les methodes de dosages appropriees connues de Thomme du 

metier, Texpression des proteines recombinantes dans les feuilles et les graines de 

tabac transformees est mesuree. 

XII. ANALYSE DE L'EXPRESSION DE LA LIPASE PANCREATIQUE 
HUMATNE DANS LES PLANTES DE TOMATE TRANSGENIQUES. 

30 XII. 1 . PROTOCOLE. 

Le protocole d'extraction de la lipase a partir de feuilles et des fruits de 
tomate est similaire a celui decrit pour les feuilles de tabac, excepte que 1 g de 
materiel frais est repris dans 4 ml de tampon. L*activite lipasique est determinee 
comme decrit pour les feuilles de tabac. 
35 XIL2. DOSAGE DANS LES FRUITS DE TOMATE. 

L'activite lipasique est determinee comme decrit pour les feuilles de tabac. 
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XIII. ANALYSE DE L'EXPRESSION DE LA COLIPASE 
PANCREATIQUE HUMAINE (COLPH) DANS LES PLANTS DE TABAC 
TRANSGENIQUES . 

XIII. L PROTOCOLE. 

Le protocole d'extraction de la lipase a paitir de feuilles de tabac prelevees 
sur des plantes en serre est le suivant: 1 g de feuilles (poids frais) est broye dans 
I'azote liquide puis a 4°C dans 5 ml de tampon Tris-HCl 50mM pH7,5, additionne 
d'EDTA ImM et de p-mercaptoethanol lOmM, de Triton X-100 0,2% et de NaCl 
50mM. Le broyat total est immediatement centrifuge a A^'C pendant 15 min a 
10000 g. 

Pour les graines de tabac, I'extraction est realisee de 0 J g de graines pour 4 
ml de tampon. 

Uactivite lipasique est determinee a l*aide d'un pH-STAT par la methode de 
Patton ei al, (1978). L'efFet de la colipase sur le retard de I'hydrolyse de les 
intralipides est determine comme suit : les intralipides (0,5 ml) sont dilues dans 10 
ml d*une solution composee de Tris-HCl 2mM pH8,0, NaCl 150mM, 
taurodeoxycholate 4mM, CaCh ImM, a 40''C. La colipase est ajoutee, puis apres 
1 min., le melange est supplemente en lipase pancreatique (lO'^ M) a raison de 10 

L'activite de la colipase peut egalement etre mesuree selon la methode de 
Ouaged et al. (1982). La lipase est denaturee a pH 2, ce qui permet cependant de 
conserver la colipase intacte. L'activite colipase est alors evaluee par la capacite de 
la preparation a restorer I'activite d\ine preparation de lipase exempte de colipase. 
Pratiquement, Techantillon a tester est ajoute au milieu reactionnel, acidifie a pH 2 
avec de I'HCl IN, et apres une minute, amene a pH 9 avec du NaOH IM. Un 
aliquot de lipase semi-purifiee d'activite potentielle connue est ajoutee. La colipase 
est mesuree d'apres le niveau d'activite lipase restoree a partir de la lipase inactive, 

XIV. IMMUNODETECTION DE TYPE "WESTERN" DE LA LPH 
RECOMBINANTE. 

XIV. 1. LPH EXPRIMEE DANS LES FEUILLES ET GRAINES DE 
TABAC ET DE COLZA TRANSGENIQUES. 

XIV. LL EXPRESSION AVEC LES PEPTIDES SIGNAUX 
VEGETAUX ; IMMUNODETECTION DANS LES FEUILLES ET GRAINES 
DE TABAC ET DE COLZA TRANSFORMEES. 

Des experiences d'immunodetection de type "western" ("western-blots") de 
la LPH ont ete realisees sur les proteines de feuilles de tabac et de graines de tabac 
et de colza extraites avec le tampon (voir protocole d'extraction ci-dessus). Pour la 
realisation de ces experiences, les proteines extraites (30 pg proteines totales par 
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echantillon) sont tout d'abord separees selon la taille sur gel de polyacrylamide 
denaturant a 12,5% puis transferes sur une membrane de nitrocellulose. On peut 
egalement utiliser des gels denaturants (uree) ei separer sur d'autres criteres que la 
taille. Un anticorps polyclonal anti-lipase pancreatique humaine est utilise comme 
sonde et la revelation est effectuee au moyen d'un anticorps anti-IgG approprie 
couple a la phosphatase alcaline. 

La proteine temoin est la lipase pancreatique humaine naturelle qui migre 
sous la forme d*une seule bande d'une masse moleculaire apparente d'environ 50 
kDa. 

Aucune bande n'est detect ee dans les extraits proteiques de feuilles et de 
graines de tabac et de colza non transformees. 

XIV. 1.2. EXPRESSION AVEC LE PEPTIDE SIGNAL DE LA LPH ; 
IMMUNODETECTION DANS LES FEUILLES ET LES GRAINES DE TABAC 
TRANSFORMEES. 

Des Western blots ont ete realises sur les proteines de feuilles et de graines 
de tabac extraites selon le protocole decrit precedemment. Les proteines extraites 
sont tout d'abord separees sur gel de polyaci7lamide denaturant (SDS-PAGE) puis 
transferees sur une membrane de nitrocellulose. Un anticorps polyclonal anti-LPH 
est utilise comme sonde et la revelation est etVectuee au moyen d'un anticorps 
approprie couple a la phosphatase alcaline. 

La proteine temoin est la lipase pancreatique humaine qui migre sous la 
forme d'une seule bande de masse moleculaire apparente d'environ 50 kDa. Aucune 
bande n'est detectee dans les extraits proteiques de feuilles de tabac non 
transformees (T). 

XIV. 1.3. LPH DANS UN EXTRAIT CONTENANT DES PROTEINES 
DE FEUILLES DE TABAC TRANSFORMEES: EXPERIENCE DE 
DEGLYCOSYLATION. 

Le protocole d'extraction des proteines pour les experiences de 
deglycosylation est le suivant: 0,5 g de feuilles (poids frais) sont broyes dans Tazote 
liquide puis a 4°C dans 1 ml de tampon de denaturation (tampon phosphate 
lOOmM pH7,5, additionne de P-mercaptoethanol 1%, d'EDTA 25mM et de SDS 
1%). Le broyat est centrifuge a 4°C pendant 15 min a lOOOOg. Le surnageant est 
incube durant 5 min a 100*^C afm de realiser la denaturation des proteines puis 
centrifuge 2 min a 10000 g. Le surnageant est ensuite dilue au lOeme dans le 
tampon de deglycosylation (tampon phosphate lOOmM pH7,5, additionne de p- 
mercaptoethanol 1%, d'EDTA 25mM, de SDS 0,1% et d'octylglucoside 1%). 
L'enzyme (N-glycosidase F, PNGase Boehringer) est ajoutee a raison de 1 U pour 
100 ^il de surnageant. Un temoin sans enzyme est realise pour chaque echantillon. 
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La deglycosylation de la proteine temoin (lipase pancreatique humaine) a lieu dans 
les memes conditions. Les difTerents echanti lions proteiques sont incubes a 
temperature ambiante durant 8 heures. Les proteines sont ensuite separees par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide et transferees sur membrane de 
nitrocellulose comme decrit dans le paragraphe precedent. 

XV. IMMUNODETECTION DE TYPE "WESTERN" DE LA COLPH 
RECOMBINANTS. 

Des experiences d'immunodetection de type "Western" ("Western-blots") 
(Renart et Sandoval, 1984) de la COLPH ont ete realisees sur les proteines de 
feuilles de tabac et de graines de tabac et de colza extraites avec le tampon (voir 
protocole d'extraction ci-dessus). Pour la realisation de ces experiences, les 
proteines extraites (30 |.ig proteines toiales par echantillon) sont tout d'abord 
separees sur gel de polyacrylamide denaturant selon la methode Tris-tricine 
d'Okajima et oL (1993) puis transferes sur une membrane de nitrocellulose. Un 
anticorps polyclonal anti-colipase pancreatique humaine est utilise comme sonde et 
la revelation est efFectuee au moyen d'un anticorps anti-lgG approprie couple a la 
phosphatase alcaline. 

XVI. PURIFICATION DE LA LIPASE PANCREATIQUE HUMAINE A 
PARTIR DE PL ANTES. 

XVI. 1. PURIFICATION DE LA LPH A PARTIR DE FEUILLES DE 

TABAC 

La lipase pancreatique humaine recombinante est purifiee par 
chromatographic d'echange d'ions sur colonne DEAE-Fast Flow (Pharmacia) 
equilibree dans du tampon Tris-acetate 50mM pH7.0. La colonne est iavee avec le 
meme tampon jusqu'a ce que Tabsorption a 280 nni soit inferieure a DO 0,05. 
L'activite enzymatique fixee est ekiee a Taide d'un gradient lineaire de sel dans le 
meme tampon (0 a 0,5M NaCl) en utilisant 5 volumes de colonne. Les fractions 
contenant Tactivite enzymatique sont rassemblees. Elles sont soumises a une 
filtration sur Sephadex G-100. 

XVII. PURIFICATION DE LA COLIPASE PANCREATIQUE HUMAINE 
A PARTIR DE PLANTES. 

La proteine est purifiee selon les procedes classiques de purification des 
proteines bien connus de I'homme du metier. 

XVIII. SYNTHESE D'ESTERS D'ACIDES GRAS. 

Les essais ont ete realises avec des graines de colza non transformees, la 
lipase etant apportee: 

- soit sous forme de preparation enzymatique immobilisee (lipozyme 
(NOVO)) ou libre (lipase pancreatique humaine). 
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- soit sous forme de graines de labac iransforniees avec le gene de !a lipase 
pancreatique humaine. 

Les reactions d'esterification sont conduiies a 37°C pendant 16 heures dans 
des flacons de verre bouches hermetiquement disposes sur une table d'agitation 
5 (250 rpm). Le solvant organiqiie utilise est Thexane dans lequel les acides gras sont 

solubles. Le methanol est ajoute en proportion stoechiometrique a la quantite 
theorique de triacylglycerol contenu dans les graines de colza. 

Le composant majeur des acides gras de colza est I'acide oleique, aussi le 
temoin de reference choisi est-il un ester methylique de I'acide oleique. Le suivi de 
10 synthese se fait par chromatographie couche mince (CCM). Le solvant de 

migration est un melange d*hexane, diethylether, eau (70:10:1). La revelation des 
plaques se fait a chaud apres pulverisation d'acide sulfurique (5%) dans de 
rethanol. 

L^utilisation de la lipase pancreatique recombinante selon IMnvention ermet 
15 d'obtenir le produit attendu qui est Tester de methyle de I'acide oleique. 

XIX. TEST D^ACTIVITE DE LA LIPASE PANCREATIQUE HUMAINE 
Le test d'activit6 est r6alis6 k Taide des r6actifs Lipase - PS'^^Sigma Diagnostics 
(M6thode N°805) selon les recommandations du fabricant. La proc6dure est bas6e sur 
la in6thode colorim6tiique de Imamura et al. (Clin. Chem. 35: 1126, 1989), Le 1,2 
20 diglyc6ride est hydrolys6 en 2-monoglyc6ride et en acides gras. Le 2-monoglyc6ride 

est ensuite mesur6 par reactions enzymatiques coupI6es catalys6es par la lipase 
monoglyc6ride, la glycerol kinase, la glycerophosphate oxydase et la peroxydase. Le 
test est hautement sensible et sp6cifique pour la lipase pancreatique grSce k la co- 
lipase et au d6soxycholate utilis6s comme activateurs. 
25 Des mesures ont 6t6 r6alis6es sur les 6chantillons suivants : 

- 2 extraits prot6iques de feuilles de tabac transform6es avec LBA4404 
renfermant la plasmide binaire contenant PSLPH-LPH. Les plantes ont 6t6 anlys6es 
aprfes 3 semaines de sortie en serre. 

- 1 extrait prot6ique de feuille de tabac non transform6e (t6moin n6gatif) 

30 - 1 extrait prot6ique de feuille de tabac non transform6e m61ang6 k de la lipase 

pancrdatique humaine purifl6e commercialis6e par Sigma (r6f6rence : L9780) k 500 
U/I (reconstruction) 

Les valeurs obtenues sont les suivantes : 

- 270 U/1 pour le t6moin n6gatif 
35 - 874 U/L pour la reconstruction 

- 1113 U/1 pour un des 6chantillons 

- 1572 U/1 pour Vautre 6chantillon. 

Ces rfisultats mettent en Evidence la presence d'une activitd lipasique chez les 
deux 6chantillons, 
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RE VEND I CAT I ONS 

1. Utilisation d'une sequence nucleotidique 
recombinante contenant, d'une part, un ADNc 
codant pour un element du complexe lipase 
pancreatique-colipase de mainmiferes ou pour une 
proteine ou un polypeptide derive, et d' autre 
part, les elements permettant a une cellule 
vegetale de produire cet element, ou la proteine 
ou le polypeptide derive, code par ledit ADNc, 
notamment un promoteur et un terminateur de 
transcription reconnus par la machinerie 
transcriptionnelle des cellules vegetales, pour 
la transformation de cellules de plantes en vue 
de I'obtention, a partir de ces cellules, ou de 
plantes obtenues a partir de ces dernieres, d'un 
element recombinant du complexe lipase 
pancreatique-colipase de mammiferes, ou d'une 
proteine ou polypeptide derive. 

2. Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que 1' element du complexe 
lipase pancreatique-colipase est la lipase 
pancreatique . 

3. Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que 1' element du complexe 
lipase pancreatique-colipase est la colipase. 

4. Utilisation des sequences selon les 
revendications 2 et 3 pour la co-transformation 
de cellules de plantes en vue de I'obtention, a 
partir de ces cellules, ou de plantes obtenues a 
partir de ces dernieres, d'une lipase 
pancreatique et d'une co-lipase recombinantes de 
mammiferes, ou de leur derives. 
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5. Sequence nucleotidique recombinante, 
caracterisee en ce qu'elle contient d'une part la 
sequence codante pour un element du complexe 
lipase pancreatique-colipase ou une proteine ou 
polypeptide derive et d' autre part, les elements 
permettant a une cellule vegetale de produire un 
element du complexe lipase pancreatique-colipase 
ou une proteine ou polypeptide derive code par 
ladite sequence, notamment un promoteur et un 
terminateur de transcription reconnus par la 
machinerie transcriptionnelle des cellules 
vegetales . 

6. Sequence nucleotidique recombinante selon 
la revendication 5, caracterisee en ce que 
1' element du complexe lipase pancreatique- 
colipase est la lipase pancreatique . 

7. Sequence nucleotique recombinante selon la 
revendication 5, caracterisee en ce que 1' element 
du complexe lipase pancreatique-colipase est la 
colipase . 

8. Sequence nucleotidique recombinante, 
caracterisee en ce qu'elle contient d'une part 
les sequences codantes pour une lipase 
pancreatique et une colipase ou les proteines ou 
polypeptides derives et d' autre part, les 
elements permettant a une cellule vegetale de 
produire une lipase pancreatique et une colipase 
ou les proteines ou polypeptides derives codes 
par ladite sequence, notamment un promoteur et un 
terminateur de transcription reconnus par la 
machinerie transcriptionnelle des cellules 
vegetales . 

9. Vecteur, notamment plasmide, contenant une 
sequence nucleotidique selon 1 ' une des 
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revendications 5 a 8, inseree en un site non 
essentiel pour sa replication. 

10. Hote cellulaire, notamment toute bacterie 
telle que Agrobacterium tumef aciens, transforme 
par un vecteur selon la revendication 9, 

11. Precede d'obtention d'un element du 
complexe lipase pancreatique-colipase 
recombinant, ou d'une proteine ou un polypeptide 
derive, caracterise en ce qu'il comprend: 

- la transformation de cellules vegetales, 
notamment a 1 ' aide d'un hote cellulaire selon la 
revendication 10, lui-meme transforme par un 
vecteur selon la revendication 9, de maniere a 
integrer dans le genome de ces cellules une 
sequence recombinante selon la revendication 5 

le cas echeant, I'obtention de plantes 
transformees a partir des cellules transformees 
susment ionnees , 

- la recuperation de 1' element du complexe 
lipase pancreatique-colipase recombinant ou de la 
proteine ou polypeptide derive produit dans 
lesdites cellules ou plantes transformees 
susmentionnees, notamment par extraction, suivie, 
le cas echeant, par une purification. 

12. Procede d'obtention selon la 
revendication 11, caracterise en ce que 1' element 
du complexe lipase pancreatique-colipase est la 
lipase pancreatique . 

13. Procede d'obtention selon la 
revendication 12, caracterise en ce que 1' element 
du complexe lipase pancreatique-colipase est la 
colipase . 

14. Procede de co-obtention de lipase 
pancreatique et de colipase recombinantes , ou de 
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proteine ou polypeptides derives, caracterise en 
ce qu ' i 1 compr end : 

- la transformation de cellules vegetales, 
notamment a 1 ' aide d'un hote cellulaire selon la 
revendication 10, lui-meme transforme par un 
vecteur selon la revendication 9, de maniere a 
integrer dans le genome de ces cellules une 
sequence recombinante selon la revendication 8 

le cas echeant, I'obtention de plantes 
transformees a partir des cellules transformees 
susmentionnees , 

- la recuperation de la lipase pancreatique 
et de la colipase recombinantes ou des proteines 
ou polypeptides derives produit dans lesdites 
cellules ou plantes transformees susmentionnees, 
notamment par extraction, suivie, le cas echeant, 
par une purification. 

15. Plantes, ou parties de plantes, notajiunejit 
feuilles et/ou fruits et/ou semences et/ou 
cellules de plantes, transformes genet iquement, 
caracterises en ce qu'elles contiennent une (ou 
plusieurs) sequence (s) nucleotidique (s) 
recombinante (s) selon I'une des revendications 5 
a 8, integree(s) de fagon stable dans leur genome 
ces plantes etant choisies notamment parmi le 
colza, le tabac, le mais, le pois, la tomate, la 
carotte, le ble, I'orge, la pomme de terre, le 
soja, le tournesol, la laitue, le riz, la 
luzerne, et la betterave . 

16. Lipase pancreatique recombinante ou 
proteine ou polypeptide derive caracterise en ce 
qu'elle est obtenu selon le precede de la 
revendication 12 ou 14. 

17. Colipase recombinante ou proteine ou 
polypeptide derive, caracterisee en ce qu'elle 
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est obtenue selon le precede de la revendication 
13 ou 14. 

18- Association de lipase pancreatique et de 
colipase recombinantes ou proteine ou polypeptide 
derives caracterise en ce qu'elle est obtenue 
selon le procede de la revendication 14. 

19. Extrait vegetal a activite enzymatique 
tel qu'obtenu par mise en oeuvre d'un procede 
selon I'une des revendications 11 a 14, 
caracterise en ce qu'il contient de la lipase 
pancreatique recombinante et/ou de la colipase 
recombinante ou les proteines ou polypeptides 
derives . 

20. Utilisation de plantes, ou parties de 
plantes selon la revendication 15, et/ou des 
extraits de plantes selon la revendication 19, 
et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
d' association de ceux-ci selon les revendications 
16 a 18, pour I'obtention de medicaments destines 
au traitement de pathologies associees a un 
deficit de production de lipase dans I'organisme, 
telles que la mucoviscidose ou dans le cadre du 
traitement de desordre alimentaire, telles que 
1 ' obesite . 

21. Composition pharmaceutique, caracterisee 
en ce qu'elle comprend des plantes, ou parties de 
plantes selon la revendication 15, et/ou des 
extraits de plantes selon la revendication 19, 
et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
d' association de ceux-ci selon les revendications 
16 a 18, le cas echeant en association avec un ou 
plusieurs vehicules ou excipients 
pharmaceutiquement acceptables . 

22. Utilisation de plantes, ou parties de 
plantes selon la revendication 15, et/ou des 



extraits de plantes selon la revendication 19, 
et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
d* association de ceux-ci selon les revendications 
16 a 18, pour I'obtention d' aliments destines a 
1 'alimentation humalne ou animale, notamment 
d' aliments fonctionnels plus particulierement 
destines a faciliter 1' absorption des graisses 
animales ou vegetales ingerees par un individu 
sain ou atteint d'une ou plusieurs pathologies 
affectant ou non le taux de production de lipase 
gastrique et/ou pancreatique . 

23. Aliments fonctionnels caracterises en ce 
qu'ils comprennent des plantes, ou parties de 
plantes selon la revendication 15, et/ou des 
extraits de plantes selon la revendication 19, 
et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
d' association de ceux-ci selon les revendications 
16 a 18, le cas echeant en association avec un 
(ou plusieurs) autre (s) compose (s) comestible (s) • 

24. Utilisation de plantes, ou parties de 
plantes selon la revendication 15, et/ou des 
extraits de plantes selon la revendication 19, 
et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
d' association de ceux-ci selon les revendications 
16 a 18, pour la mise en oeuvre de reactions 
enzymatiques dans le domaine industriel, agro- 
alimentaire ou agro-industrielle, notamment dans 
1' Industrie des corps gras, de la lipochimie et 
1 ' Industrie laitiere . 

25. Preparations enzymatiques a destination 
industrielle, agro-alimentaire ou agro- 
industrielle, susceptibles d'etre utilisees selon 
la revendication 24, et comprenant des plantes, 
ou parties de plantes selon la revendication 15, 
et/ou des extraits de plantes selon la 
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revendication 19, et/ou de proteines ou de 
polypeptides ou d* association de ceux-ci selon 
les revendications 16 a 18. 

26. Utilisation de plantes, ou parties de 
5 plantes selon la revendication 15, et/ou des 

extraits de plantes selon la revendication 19, 
et/ou de proteines ou de polypeptides ou 
d' association de ceux-ci selon les revendications 
16 a 18, pour I'obtention de biocarburants . 
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